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TARTUF (Tuber sp.): MIKROFLORA, AROMATIČNA JEDINJENJA I 
PRIMENA U PROIZVODNJI SIRA 
 
SAŽETAK 
Tartufi su podzemne mikorizne gljive, veoma cenjene zbog specifične arome, koja velikim delom 
nastaju kao proizvodi metabolizma mikroorganizama rizosfere, kao što su bakterije, kvasci i 
filamentozne gljive. S obzirom da se aroma tartufa gubi tokom čuvanja, neophodno je naći tehnike 
očuvanja arome u dužem periodu, kako bi se tartufi mogli koristiti i van sezone njihovog 
pronalaženja.  
Kako je tartuf prirodan proizvod sa izuzetnim nutritivnim i funkcionalnim svojstvima, krajnji cilj 
ovog rada je bio dobijanje novog multifunkcionalnog prirodnog i nutritivno vrednog proizvoda, u 
ovom slučaju polutvrdog sira sa dodatkom tartufa i potencijalnog autohtonog probiotika 
Lactobacillus plantarum 564, bez dodavanja veštačkih aroma. Jedan od ciljeva ovog rada je bio 
izolacija mikrobiote tartufa i njena identifikacija, kao jednog od faktora produkcije arome tartufa, 
pri čemu je utvrđeno prisustvo bakterija, kvasaca, aktinomiceta i gljiva. Većinu prisutnih 
mikroorganizama su činile bakterije, gde su najzastupljenije vrste roda Bacillus sp. (62,5%). Zatim 
je ispitano očuvanje aromatičnih materija samih tartufa, nakon liofilizacije i režima zamrzavanja 
tartufa na -20°C i -80°C, sa i bez primene tečnog azota u toku skladištenja od 90 dana. U cilju 
očuvanja arome, utvrđen je najoptimalniji tretman dekontaminacije za primenu tartufa u hrani, a na 
osnovu dobijenih rezultata odabrani su režimi flambiranja i autoklaviranja tartufa svežih i smrznutih 
na -20°C za primenu u proizvodnji četiri varijante sireva. Osim navedenih varijanti proizvedene su i 
dve varijante, jedna kontrolna bez dodavanja tartufa i druga sa dodatkom veštačke arome, kako bi 
se mogao porediti senzorni kvalitet dobijenih sireva tokom 90 dana zrenja. Tokom zrenja sireva je 
utvrđeno da sirevi sa flambiranim smrznutim tartufima imaju ubrzano zrenje, veći koeficijent 
zrelosti, broj prisutnih startera i potencijalnih probiotika veći za 1 log jedinicu u odnosu na 
kontrolni sir. Sastav aromatičnih materija sireva je obuhvatao 35 jedinjenja, koja su svrstana u 
jedinjenja sa sumporom, aldehide, ketone i alkohole. Utvrđeno je da su ketoni najzastupljeniji kod 
varijanti sireva sa svežim i zamrznutim flambiranim tartufima, dok sumporna jedinjenja nisu 
detektovana. Sadržaj 2,3-butandiona, 2-pentanona, 2-heptanona i 3-oktanona u sirevima sa 
flambiranim tartufima je bio najveći, a sadržaj 2-butanona u siru sa smrznutim flambiranim 
tartufom, je bio deset puta veći u odnosu na kontrolni sir. U ukupnom sadržaju aldehida u sirevima 
od 90 dana, utvrđen je najveći relativni udeo 2-metil-butanala, 3-metil-butanala, acetaldehida i 2-
metil-propanala u varijantama sireva sa smrznutim flambiranim tartufima. Alkoholi važni za aromu 
tartufa, 2-butanol, 2-metil-butanol i 1-okten-3-ol, koji su se pojavljivali u sirevima, su najviše 
zastupljeni kod sireva sa flambiranim tartufima, pri čemu je 2-butanol bio zastupljeniji kod sira sa 
smrznutim flambiranim tartufom.  
Senzornom analizom je utvrđeno da su najbolje ocenjeni kontrolni sir i sirevi sa tartufima dodatim 
nakon flambiranja, pre zamrzavanja ili nakon 90 dana čuvanja u smrznutom stanju na -20°C. Ovi 
sirevi su ocenjeni kao sirevi visokog kvaliteta sa ocenama 95,41% i 98,08% od maksimalnog 
kvaliteta, što ih svrstava u grupu odličnih sireva. Najniže ocene u pogledu mirisa i ukusa, imao je sir 
proizveden uz dodatak veštačke arome. 
Ovim radom je postignut cilj pronalaženja optimalnog načina zamrzavanja tartufa i inkorporacije u 
sir, obogaćenog autohtonim potencijalnim probiotikom u cilju dobijanja inovativnog prirodnog 
prehrambenog proizvoda bez dodavanja veštačke arome.  
 
Ključne reči: tartufi, aromatične materije, sir, autohtoni potencijalni probiotici 
 
Naučna oblast: Tehnološko inženjerstvo 
Uža naučna oblast: Tehnološka mikrobiologija 




TRUFFLE (Tuber sp.): MICROFLORA, AROMATIC COMPOUNDS AND 




Truffles are underground mycorrhizal fungi, highly valued for their specific aroma, which are 
largely formed as products of metabolism of microorganisms of the rhizosphere such as bacteria, 
yeasts and filamentous fungi. Since the aroma of truffles is lost during storage, it is necessary to 
find techniques for preserving the aroma for a longer period of time, so that truffles can be used 
outside the season of finding them.  
As truffle is a natural product with exceptional nutritional and functional properties, the ultimate 
goal of this work was to obtain a new multifunctional natural and nutritionally valuable product, in 
this case semi-hard cheese, with added truffles and potential autochthonous probiotic Lactobacillus 
plantarum 564, without adding artificial flavors. One of the goals of this work was the isolation and 
identification of the truffle microbite, as one of the factors in the production of truffle aroma, during 
which the presence of bacteria, yeasts, actinomycetes and fungi was determined. Isolated 
microorganisms mainly were bacteria, where the most common species was genus Bacillus sp. 
(62.5%). Then, the preservation of aromatic substances of the truffles was examined after 
lyophilization and freezing regime at -20°C and -80°C with and without the application of liquid 
nitrogen during 90 days of storage. In order to preserve the truffle aroma, the most optimal way of 
truffles decontamination for application in food production was determined, and based on the 
obtained results, the regimes of flambing and autoclaving of fresh and frozen truffles at -20°C were 
selected for application in the 4 variants cheese production. 
Beside the above mentioneted four variants of cheese, two more variants were produced, one 
control without the addition of truffles and the other with the addition of artificial flavor, in order to 
compare the sensory quality of the obtained cheeses during 90 days of cheese ripening. 
During cheese ripening, it was determined that cheeses with flambed frozen truffles had accelerated 
ripening, had higher ripening coefficient, number of starter culture bacteria and potential probiotics 
higher by 1 log unit, compared to control cheese. The composition of the aromatic substances of the 
cheeses included 35 compounds, which are classified as sulfur compounds, aldehydes, ketones and 
alcohols. Ketone compounds were most abundant in cheese variants with fresh and frozen flambed 
truffles, while sulfur compounds were not detected. The content of 2,3-butanedione, 2-pentanone, 
2-heptanone and 3-octanone in cheeses with flambed truffles was the highest, and the content of 2-
butanone in cheese with frozen flambed truffles was ten times higher than in the control cheese. For 
aldehydes content  in 90-day in cheeses, the highest relative share of 2-methyl-butanal, 3-methyl-
butanal, acetaldehyde and 2-methyl-propanal was determined in cheese variants with frozen 
flambed truffles. Alcohols which are important for the aroma of truffles, like2-butanol, 2-methyl-
butanol and 1-octen-3-ol were most present in cheeses with flambed truffles, while 2-butanol had 
the higest concentration in cheeses with frozen flambed truffles. 
Sensory evaluation determined that the best evaluated cheeses were control cheese and cheeses with 
truffles added after flambing either before or after 90 days of storage in the frozen state at -20°C. 
These cheeses were evaluated as cheeses of high quality with the marks 95.41% and 98.08% of the 
highest possible quality, which classifies them as excellent cheeses. The cheese with the addition of 
artificial aroma had the lowest marks in terms of smell and taste. This work achieved the goal of 
finding the optimal way to freeze truffles and incorporate them into cheese, enriched with 
autochthonous potential probiotics in order to obtain an innovative natural food product without 
adding artificial flavor.  
 
Key words: truffles, aromatic compounds, cheese, autochthonous potential probiotics 
 
Scientific field: Technological Engineering 
Scientific field: Industrial Microbiology 
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Prvi podaci o istraživanju tartufa u Srbiji datiraju od davne 1778. godine, kada je Fridrih Vilhelm 
fon Taube, zapisao da na području Slavonije i Srema postoje tartufi, koji“ni u čem ne zaostaju za 
pijemonteskim” (čuvena pokrajina u Italiji).  
Kralj Milan Obrenović je 1896. godine, uvezao prve pse tartufare, kada je otkriveno prvo nalazište 
tartufa u Srbiji, u šumi “Koviljaci” (izmedju Kragujevca i Gornjeg Milanovca). To je navelo kralja 
na ideju da uveze “seme tartufa” kako bi na svom imanju kraj Niša veštački gajio tartufe.  
Nekoliko decenija kasnije, Jekić, J. 1933. godine, pronalazi vredne primerke tartufa u području 
Jastrepca  (https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo/tartufi-u-srbiji/) a 1947. godine, na 
području Morovića, Pančeva i Rogota, pronađeni su vredni  primerci tartufa 
(https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo). 
U poslednjoj deceniji prošlog veka, u Srbiji se intenzivno proučavaju tartufi. Od 1991. godine, na 
prostoru Srbije, na više od 200 lokaliteta, otkriveno je samo iz roda pravih tartufa 13 vrsta, što je 
približno polovina svih do sada poznatih evropskih pravih tartufa. Srbuja se svrstava u red izrazito 
malobrojnih privilegovanih zemalja i regija (Italija, Francuska, Grčka, Istra, južna Mađarska), gde 
je ova dragocena vrsta do sada pronađena (https://agroinfonet.com/poljoprivreda/povrtarstvo).   
Tartuf (Tuber spp.), kao ektomikorizna vrsta, razvija podzemne jestive plodove, askokarpe, u 
simbiozi sa korenom biljaka, najčešće hrasta, lipe, graba, topole, bora i dr., zavisno od vrste tartufa. 
Ove ektomikorizne gljive, pripadaju redu Pezizales, razdeo Ascomycota, a mikorizu uspostavljaju sa 
korenom Gimnospermi i Angiospermi, obrazujući plodonosna tela, askokarpe, obično nepravilno 
okruglog oblika i mesnate konzistencije. Životni ciklus tartufa počinje fazom vegetativnog rasta 
hifa, koje uspostavljaju kontakt sa korenom biljke domaćina gradeći simbiozu, koja dovodi do 
razvoja ektomikorize. Proces sazrevanja/melanizacije, formiranja gleba, stvaranje spora unutar 
gleba, traje nekoliko meseci. U završnoj fazi, micelijum je organizovan u plodonosno telo u kome 
se formiraju spore.  
Istraživanja mikroflore ektomikorizne zajednice tartufa i plodonosnih tela tartufa, pokazuju da 
raznovrsnu mikrobnu zajednicu čine bakterije, kvasci, filamentozne gljive i virusi (Splivallo i 
Ebeler 2015; Culleré et al., 2010). Bakterijske zajednice izolovane iz askokarpa tartufa, njihovo 
potencijalno učešće u ishrani plodonosnih tela tokom njihovog celokupnog razvojnog perioda, 
zaštita plodonosnih tela od parazitskih mikroorganizama prisutnih u zemljištu, ili razlaganja samih 
askokarpa, predmet su velikog broja istraživanja (Antony-Babu et al., 2014; Vahdatzadeh et al., 
2015). Bakterije u tlu koloniziraju primordije tartufa, pre diferencijacije askokarpnih tkiva, pri čemu 
se sastav bakterijske zajednice menja tokom sazrevanja askokarpa tartufa.  
Mikorizalna kolonizacija korena biljaka gljivama indukuje takozvani “efekat mikorizosfere”, koji 
favorizuje pojavu bakterija uključenih u mikorizni proces, mikorizne pomoćne bakterije i bakterije 
povezane s ektomikorizom. Bakterije mobilizacijom hranljivih materija iz minerala ili 
proizvodnjom isparljivih organskih jedinjenja, koji su u vezi sa drugim mikroorganizmima 
(kvascima i drugim gljivama), povezani sa Tuber spp.,  doprinose aromi tartufa.  
Plodonosna tela tartufa karakteriše jaka, kompleksna aroma, mešavina isparljivih jedinjenja, koja se 
verovatno koriste za komunikaciju sa biljkama, životinjama i mikroorganizmima (Barbieri et al., 
2005) i imaju jedinstven mehanizam za apsorpciju hranljivih materija iz zemljišta zajedno sa 
biljkom domaćinom. Pored biološke funkcije, mešavina isparljivih jedinjenja emitovanih iz 
plodonosnih tela, određuje njihovu ekonomsku vrednost. Sadržaj aromatičnih materija u tartufima 
je promenljiv i zavisi od više faktora, kako od biljke domaćina, prisutne mikroflore, tako i od 
vegetativnog perioda, starosti tartufa, genetskog faktora i regiona sa koga potiče. S obzirom da su 
istraživanja o tartufima sa regiona Srbije veoma oskudna, otvara se široko polje za istraživanja, koja 
mogu doprineti saznanjima iz ove oblasti u svetu.  
Mnogobrojna istraživanja su pokazala da aroma tartufa potiče od lako isparljivih organskih 





plodonosnih tela tartufa, koji imaju veliki značaj za aromu i određuju senzorna svojstva tartufa 
(Cullere et al., 2010).  
Zbog specifične strukture, tartufi su veoma osetljivi, lako kvarljivi a glavni problem jeste 
održavanje aromatičnih materija koje daju kvalitet tartufa. Postoje brojna istraživanja u vezi 
pronalaženja načina očuvanja aromatičnih materija tartufa kao što je pakovanje u modifikovanoj 
atmosferi, skladištenje na niskim temperaturama ili čak ozračivanja gama zracima. Način čuvanja 
tartufa treba da obezbedi očuvanje hemijskih i senzornih svojstava tartufa, kako bi se njegovom 
primenom u prehrambenoj industriji, dobio proizvod adekvatnih senzornih karakteristika. 
Primena tartufa, kao dodatak hrani, piću i raznim drugim proizvodima je poslednjih godina sve 
veća. Međutim, prehrambeni proizvodi sa dodatkom tartufa, koji se danas nalaze na tržištu, često 
podrazumevaju primenu veštačkih aroma, koji postaju glavni nosioci arome u proizvodu. 
Pronalaženje tehnike koja bi omogućila očuvanje prirodne arome tartufa, a samim tim i mogućnost 
dobijanja prehrambenih proizvoda sa prirodnom aromom tartufa, još uvek nije istražena. Sa druge 
strane, pronalaženje načina da se očuva prirodna aroma tartufa i inkorporira u prehrambene 
proizvode, omogućilo bi da se proizvodnja prehrambenih proizvoda sa tartufima može odvijati 
tokom cele godine.  
U tom smislu, proizvodnja sireva sa dodatkom tartufa, obogaćen autohtnim potencijalnim 
probioticima predstavlja veliki izazov, zbog karakteristika koje poseduje tartuf, kao i zbog 
metabolita bakterija mlečne kiseline, koje takođe utiču na senzorna svojstva proizvoda. Stoga je 
predmet ove disertacije ispitivanje mogućnosti primene tartufa (svežih i zamrznutih različitim 
režimima), u proizvodnji sireva dobijenih dodavanjem autohtonih bakterija mlečne kiseline, koje 
mogu da se koriste kao probiotske kulture i njihov interaktivni uticaj na procese zrenja i senzorni 
kvalitet sireva. 
Imajući u vidu specifičnost nastanka arome tartufa i rešavanje problema njenog očuvanja tokom 
skladištenja, a kasnije i primenu tartufa u proizvodnji sireva sa autohtonim bakterijama mlečne 
kiseline, moguće je dobijanje atraktivnog prehrambenog proizvoda koji je kompletno poreklom iz 
Srbije. Inovativno tehnološko rešenje podrazumeva primenu autohtonih potencijalnih probiotskih 
bakterija, kao i autohtonih svežih i smrznutih tartufa u proizvodnji sireva visokog senzornog 
kvaliteta. Umesto upotrebe veštačkih aroma, dobijanje prehrambenog proizvoda sa potpuno 
prirodnim komponentama, zbog nutritivnih karakteristika koje poseduje tartuf kao i zbog 


























2. PREGLED LITERATURE 
 
2.1. ZEMLJIŠNI MIKROORGANIZMI 
 
Mikroorganizmi koji kolonizuju zemljište su najzastupljeniji i najraznovrsniji oblici života na 
Zemlji i neophodni su za normalno funkcionisanje kopnenih ekosistema i odvijanje geohemijskih 
procesa (Woodcroft et al., 2018). Takođe, oni su ogroman rezervoar za dobijanje prirodnih 
proizvoda koji imaju potencijalni značaj za farmaceutsku industriju i biotehnologiju (Crits-
Christoph et al., 2018). Biološki diverzitet mikrobnih zajednica u zemljištu se prepoznaje kao glavni 
faktor koji direktno, ograničavajući širenje potencijalnih patogena, i indirektno, učestvujući u 
procesima koji osiguravaju čist vazduh, vodu i zdravu hranu, utiče na zdravlje ljudi (Wall et al., 
2015). Treba imati u vidu da zemljište predstavlja primarni rezervoar bakterija koje kolonizuju 
biljke i igraju glavnu ulogu u određivanju biljne produktivnosti (Laforest-Lapointe et al., 2015) i 
utiču na plodnosti zemljišta i zdravlje biljaka (Gianinazzi i Schuepp, 1994). 
Za mikroorganizme ove složene zajednice se ranije koristio izraz mikroflora a danas je u upotrebi 
izraz mikrobiota, koji će se koristiti u daljem tekstu ovog rada.  
Dominantne komponente zemljišne mikrobiote su bakterije, arhea i gljive i čine više od 99% 





mikrobnih ćelija i hiljade, ako ne i milioni različitih vrsta (Roesch et al., 2007). Koren biljaka 
komunicira s izvornom zemljišnom zajednicom, uspostavljajući „biljnu mikrobiotu“ koja naseljava 
i zemljište i biljna tkiva (Lebeis et al., 2012). U mnogim ekosistemima mikorizne gljive čine važnu 
komponentu zemljišne mikrobiote koja utiče na rast biljaka i unošenje nutrijenata. Osim što 
povećavaju površinu korena biljaka domaćina, hife ovih simbiotskih gljiva predstavljaju površinu 
za interakcije s drugim mikroorganizmima i važan put za translokaciju energetski bogatih biljnih 
asimilativa u zemljište. Imajući u vidu značaj zemljišne mikrobiote u vitalnim funkcijama 
neophodnim za funkcionisanje naše planete, jasno je zašto gubitak mikrobnog biodiverziteta u 
zemljištu izaziva sve veću zabrinutost. 
 
2.2. MIKORIZA  
 
Značajna biotička komponenta zemljišnih ekosistema su mikorizne gljive, odnosno gljive koje 
uspostavljaju simbioznu asocijaciju sa korenom različitih biljaka. Ova simbioza označava se kao 
mikoriza (“mico”-gljiva i "rhiza" koren) i prvi put je opisana 1885. godine. U ovom simbiotskom 
odnosu, mikorizne gljive koriste, za biljku nepristupačne, nutrijente iz zemljišta i transportuju ih do 
korena. Hife gljiva snadbevaju biljke sa nutrijentima, fosforom, bakrom, cinkom koji su slabo 
pokretni u zemljištu, ali i vodom koja inače manje dostupna korenu.  Na ovaj način, koren koji je 
kolonizovan mikoriznim gljivama, omogućava biljci da bude bolje zaštićena i da se odupre 
različitim stresnim uslovima kojima je izložena u zemljištu. Mikorizne gljive, takođe, imaju korist 
od ove simbioze, gde biljka svojim fotosintetskim proizvodima na bazi ugljenika (šećeri) hrani 
mikorizne gljive. Zbog toga se može reći da u ovoj simbiozi postoji pravedna razmena usluga 
između gljiva i biljaka. Mikorizne gljive olakšavaju biljkama rast pod stresnim uslovima kroz niz 
složenih mehanizama što dovodi do povećanja inteziteta fotosinteze i drugih svojstava vezanih za 
razmenu gasova (Birhane et al., 2012), kao i povećanja unosa vode. Na ovaj način, povećana 
fotosintetska aktivnosti rezultiraće i većim odpuštanjem produkata fotosinteze i boljim rastom 
mikoriznih gljiva. Mikorizne gljive igraju jedinstvenu ulogu u dinamici organske materije u 
zemljištu i doprinose stvaranju rezervoara mikrobne biomase, koja ima dominantnu ulogu u 
formiranju i stabilizaciji zemljišne organske materije. Treba istaći da mikorize u zemljištu utiču  na 
kvalitet zemljišta, na njegovu strukturu i teksturu, a time i na zdravlje biljaka (Thirkell et al., 2017; 
Zhu et al., 2012), kao i na procese razgradnje organskih materija (Peterson et al., 2004). Nadalje, 
mikorizne gljive mogu uticati na fiksaciju CO2 u atmosferi od strane biljaka domaćina, 




obligatno mikorizne biljke su ekonomski značajne (orhideje, familija Orchidaceae), a primena 
mikorize u poljoprivredi daje bolje rezultate u prinosu poljoprivrednih kultura, u pošumljavanju 
rudničkih deponija i drugih zagađenih područja (Raičević et al., 2010) 
Značaj mikorize ogleda se i u činjenici da formiranje mikorize predstavlja jedan od najvažnijih 
adaptacija biljaka na život u kopnenim uslovima i evolucija biljaka bila je moguća samo kroz ova 
međusobna partnerstva (Strullu-Derrien et al., 2018).  
Mnoge mikorizne gljive formiraju jestiva plodonosna tela (pečurke), koja imaju veliki značaj za 
ljudsku ishranu. U novije vreme, neke od njih se proizvode na veštački mikorizovanim sadnicama. 
Na osnovu morfoloških karakteristika, vrsta gljiva (mikobiont) i biljaka (fitobiont), koji ostvaruju 
simbiozu, razlikuje se sedam tipova mikoriza (Smith i Read, 2008): ektomikoriza (ECM), 
arbuskularna (AM), erikoidna mikoriza (ERM), monotropoidna mikoriza, arbutoidna mikoriza, 












Slika1. Mikoriza (http:/logottotartufi.com /wp-content uploads/macrosporum) 
 
2.2.1. Ektomikoriza   
 
Ektomikorizne gljive su ključni regulatori primarne proizvodnje i mineralizacije hranjivih sastojaka 
u kopnenim ekosistemima. One posreduju u prenošenju vode i nutrijenata iz zemljišta u biljke i 
služe za transport fotosintetički fiksiranog ugljenika u zemljišnu zajednicu. Ove gljive utiču na 
skladištenje ugljenika i brzinu kruženja hranjivih sastojaka u zemljištu. Ektomikorizne zajednice 
predstavljaju simbiozu biljaka i gljiva, pri čemu svaka od članica ima mogućnost da koristi izvore 
hranljivih sastojaka iz zemljišta (Jonsson et al., 2001; Lilleskov et al., 2002). Ektomikorizni koren 
karakteriše omotač i Hartigova mreža koja se sastoji od isprepletanih hifa između epiderma korena i 
kortikalnih ćelija. Formiranje ECM može se predstaviti kroz nekoliko koraka: 
 kontakt sa hifama koje prepoznaju epidermalne ćelije korena na sitnim, mladim bočnim 
korenčićima 
 proliferacija micelijuma na površini korena i diferencijacija u obliku omotača-plašta 
 hife prodiru u ćelije epiderma ili u korteks da bi stvorile Hartigovu mrežu. Odgovor 
domaćina na ove promene može uključiti proizvodnju polifenola u ćelijama i taloženje 
sekundarnih metabolita u ćelijskim zidovima,  
 područja mikorizne aktivnosti različita su od udaljenost (mm) od vrha korena, i Hartigova  
aktivnost zavisi od  starosti i rasta korena  
 omotač kod starijih korenova obično traje dugo nakon pojave asocijacije, ali vremenom 
postaje neaktivan. 
 
Pojedine hife se od omotača šire u okolno zemljište i mogu biti duge i do 20 m, što omogućuje 
transport fosfata, vode i drugih supstanci sa velike udaljenosti. Stariji ektomikorizni koren se 
morfološki menja (prestaje da raste apikalno, deblja, postaje stubast, bez korenskih dlaka) (Smit et 




Ektomikorizne (ECM) gljive grade simbiotske asocijacije sa korenom drvenastih biljaka i igraju 
presudnu ulogu u različitim šumskim ekosistemima koji pokrivaju 30% globalne kopnene površine 
(Pan et al., 2013). ЕCM formiraju drvenaste biljke umerenog pojasa, (Fagales, Pinaceae, 
Eucalyptus), neke paprati. ECM gljivične vrste pripadaju jednoj od tri fungalna filuma, uključujući 
Ascomycota (subfilum Pezizomycotina), Basidiomycota (subfilum Agaricomycotina) ili 
Mucoromycota (subfilum Mucoromycotina) (Spatafora et al., 2017) 
ECM gljive su od izuzetne važnosti u ekosistemima, jer njihovo udruživanje s biljkama različitih 
vrsta pomaže apsorpciju nutrijenata i vode, doprinosi zaštiti biljaka od patogena, abiotskog stresa i 
kontaminirane sredine (Silva et al., 2013). Takođe, u šumskim ekosistemima, ECM je od posebne 
važnosti za odvijanje biogeohemijskih ciklusa i stabilnosti biljnih biocenoza.  
Pored ekosistemskih uloga, ECM gljive predstavljaju izvor prihoda i hranu sa značajnom 
hranljivom vrednošću. Jestive ECM gljive daju visokokvalitetnu i važnu količinu sirovih proteina, 
minerala, ugljenih hidrata, masti, itd. (Correa et al., 2016). Zbog visokog udela nezasićenih masnih 
kiselina i visokog postotka linolne kiseline koje se nalaze u jestivim, ECM gljive se smatraju 
zdravom hranom (Chang et al., 2004). Uz to, proteini većine jestivih ECM taksona sadrže devet 
esencijalnih aminokiselina (leucin, izoleucin, valin, triptofan, lizin, treonin, fenilalanin, metionin i 
histidin) koji su značajni u ishrani ljudi (Chang et al., 2004). 
Na rasprostranjenost ECM utiču brojni faktori, a poznato je i da ekološki i prostorno bliska staništa 
sadrže slične ECM zajednice gljiva (Peay i Bruns, 2014). Zapravo, na zajednice ECM gljiva 
istovremeno utiče takson domaćina (Ishida et al., 2007), karakteristike zemljišta (npr. pH) 
(Toljander et al., 2006) i ograničenje širenja (Peay et al., 2012). Istraživanja Matsuoka et al. (2020) 
ukazuju da je biljka domaćin primarna odrednica sastava ECM gljiva u šumskom ekosistemu. 
Ljudske aktivnosti, kao što je seča šuma, urbanizacija i poljoprivredne prakse promenile su 
zemljišne ekosisteme pretvarajući područja sa ECM u nemikorizna staništa. Od ektomikoriznih 
gljiva, posebnu pažnju istraživača privlače tartufi, autohtone gljive za određena područja. 
 
                                                










Slika  2.  Formiranje ektomikorize belog tartufa 
(http:/logottotartufi.com/login/) 
 
U protekloj deceniji postignuti su značajni pomaci u proučavanju ECM zajednica. To je uglavnom 
zbog razvoja i primene molekularno-bioloških tehnika, koje su korišćene uz tradicionalne 
morfološke tehnike. Svakako je ova "molekularna revolucija" barem delom bila posledica korisnosti 
i primene ITS regija gljivične rRNA koje su u fokusu većine ekoloških studija o ECM gljivama. 
Molekularni pristupi poput ITS PCR i RFLP danas su uobičajene tehnike u ekološkim studijama 
ECM koje doprinose boljem razumevanju ogromne raznolikosti i ekologije ektomikoriznih 
zajednica.  
 
2.3. ODNOS MIKROORGANIZAMA I EKTOMIKORIZNIH GLJIVA 
 
Ekološka niša je definisana interakcijskim odnosima, biotičkih, abiotičkih faktora i predstavlja 




mikorizosfera nastaje modifikacijom fizičkih i hemijskih karakteristika zemljišta u neposrednoj 
okolini ektomikorizne zajednice (Read i Perez-Moreno, 2003), aktivnošću micelijuma ECM gljiva 
(Simard et al., 1997). Mikorizosfera je dinamična regija od ogromne važnosti za funkcionisanje i 
rast mikorizne zajednice i ona je zapravo „omotač“ aktivnosti koji pruža vezu između složene 
strukture korena biljke, gljive i zemljišta. U mikorizosferi biljke i mikorizne gljive nisu same u 
partnerstvu, ostvaruju se i dodatne interakcije sa bakterijama ili drugim gljivama što doprinosi 
formiranju multi-partnerskih interakcija koje utiču na ishod simbiozne zajednice (Wagner et al., 
2016) i dodatno usložnjava ovu ionako složenu zajednicu. Neke gljive u mikorizosferi mogu 
stvarati auksin indol-3-sirćetnu kiselinu (IAA), koja stimuliše mikorizaciju, a egzogeno prisustvo 
fitohormona pospešuje grananje, što dovodi do povećanog stvaranja Hartig-mreže tokom simbioze 
(Krause et al., 2015). Takođe, zemljišne bakterije su sposobne za biosintezu auksina, uglavnom 
nakon indukcije triptofanskog puta i sinteze IAA, koja povećava grananje ektomikoriznih gljiva, 
zbog čega se ove bakterije nazvaju mikoriza-pomoćne bakterije (Frey-Klett et al., 2016). Bakterije 
iz rodova Burkholderia, Pseudomonas i Rhizobium, svrstane su u grupu mikoriza-pomoćne 
bakterije i one pospešuju stvaranje mikorize (Churchland i Grayston, 2014). Stoga mikorizosfera 
pruža nišu za određene bakterije koje zauzvrat igraju važnu ulogu u simbiotskom sistemu. 
Eksperimentalni rezultati su pokazali da Pseudomonas fluorescens, kao mikoriza-pomoćna 
bakterija, ima potencijal za komercijalnu primenu pri tretmanu sadnica inokulisanih tartufom 
(Tuber melanosporum) za poboljšanje kvaliteta i mikorizacije u uslovima rasadničke proizvodnje 
(Piñuela et al., 2020). 
Istraživanjem  mikorizosfere  mnogih  gljiva koje žive u različitim prirodnim uslovima, detektovane 
su zajednice bakterija iz rodova: Agrobacterium, Arthrobacter, Aquamonas, Bacillus, Burkholderia, 
Chryseobacteriu, Janthinobacterium, Mesorhisobium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rahnella, 
Rhodococcus, Streptomyces, Sphingomonas i Variovorax (de Boer et al., 2005; Izumi et al., 2006; 
Johanson et al,, 2004; Pavić et al., 2013). 
 
2.4. TARTUFI (Tuber spp.) 
 
Tartufi su posebno cenjeni zbog dve važne karakteristike: koristi šumskim ekosistemima i biljci 
domaćinu, a jestive vrste imaju veću ekonomsku vrednost od mnogih prehrambenih useva. Tartufi 
su ektomikorizne gljive, pripadaju redu Pezizales, razdeo Ascomycota. Mikorizu uspostavljaju sa 
korenom Gimnospermi i Angiospermi, obrazujući plodonosna tela, askokarpe, obično nepravilnog 
okruglog oblika i mesnate konzistencije (Pegler et al., 1993). Na površini plodonosnog tela nalazi se 
omotač (peridija), koja može biti gladak ili sa bradavičastim izraštajima u zavisnosti od vrste 
tartufa. Vegetativni oblik tartufa je micelija, koja se sastoji od razgranatih niti–hifa.  
Životni ciklus tartufa počinje klijanjem spora iz kojih nastaju hife koje mogu dalje da se razvijaju 
jedino ako stupe u kontakt sa finim završecima korenovog sistema nekih viših biljaka. Spoj 
završetaka korenovog sistema i micelijuma gljive zove se mikoklena od koje dalje u zemljište 
polazi veliki broj hifa. Na ovaj način biljka se na efikasniji način snabdeva vodom i mineralnim 
materijama, a zauzvrat gljiva dobija gotovu hranu (ugljene hidrate). Stvaranjem ektomikorizne 
zajednice, stvaraju se uslovi za razmenu hranljivih sastojaka između biljke i tartufa (Smith i Read, 
2008). Pošto žive pod zemljom, prilikom sazrevanja tartufi ispuštaju mirise po kojima ih pronalaze 
brojne životinje i insekti koji se hrane ovom gljivom i na taj način rasejavaju spore i otpočinju novi 
životni ciklus tartufa. Da bi se stvorilo plodonosno telo tartufa ispod zemlje, potrebno je nekoliko 
meseci, čak i godina, po čemu se, imeđu ostalog, tartufi razlikuju od drugih gljiva. 
Ektomikorizosfera, prostor oko mikorizne zajednice, površina plodonosnog tela tartufa (peridijum), 
kao i unutrašnja tkiva ploda (gleb), kolonizovani su složenom mikrobnom zajednicom od nekoliko 
stotina vrsta (Antony-Babu et al., 2014; Barbieri et al., 2007; Vahdatzadeh et al., 2015). Istraživanja 
uloge mikrobne zajednice na biologiju tartufa, ukazuju da neke bakterije svojim metaboličkim 
produktima, učestvuju u izgradnji aroma tartufa (Vahdatzadeh et al., 2015). Takođe je utvrđeno da 
neke bakterije razgrađuju isparljiva organska jedinjenja tartufa, a neke svojim produktima 




rasta gomolja) (Antony-Babu et al., 2014; Deveau et al., 2016; Dominguez et al., 2012; Grindler et 
al., 2013, 2015; Saidi et al., 2015). Neke bakterije iz porodice Bradirhizobiaceae, izolovane iz 
Tuber magnatum, imaju sposobnost da fiksiraju azot što utiče na ishranu i razvoj plodonosnog tela 
tartufa (Barbieri et al., 2010). 
 
2.4.1. Podela tartufa 
 
Osnovna podela tartufa prema boji je na: bele tartufe, čija se plodonosna tela odlikuju glatkim 
omotačem i crne tartufe, kod kojih se na površini plodonosnog tela nalaze bradavičasti izraštaji. Na 
našim prostorima pronađeno je nekoliko desetina različitih vrsta tartufa od kojih nekoliko spada u 
sam vrh po kvalitetu:  
 Beli tartuf (Tuber magnatum Pico), 
 Crni jesenji tartuf (Tuber macrosporum), 
 Letnji tartuf (Tuber aestivum)  
 Zimski tartuf (Tuber brumale, Tuber aestivum var.uncinatum) 
 
Beli tartuf (Tuber magnatum Pico) 
Beli tartuf stupa u simbiozu sa većim brojem drvenastih vrsta biljaka: sve vrste hrasta, a najčešće 
hrast lužnjak, sve vrste topola, najčešće bela topola, grab, i dr. Na vlažnim, aluvijalnim zemljištima, 
sa pH vrednostima 7,0 do 9,0 plodonosna tela se formiraju  uglavnom na dubini od 10-30 cm, a 
retko na 40-100 cm. Sazrevanje plodonosnih tela obično traje od polovine septembra do kraja 
decembra. Beli tartuf spada u najkrupnije vrste tartufa sa telom veličine kokošjeg jajeta, a može biti 
veličine manje lubenice. Pokožica jestivog dela belog tartufa je glatka, prljavo bela, žućkasto bela 
ili žućkasto zelena, što zavisi od biljne vrste s kojom je u simbiozi. Unutrašnji deo gleba „meso“, 
protkano je izuvijanim „venama“, što mu daje mramorast izgled i varira od bele do svetlosmeđe, 
ružičasto smeđe i zagasito crvene boje. Ima jak, karakterističan miris koji podseća na mešavinu 
pikantnog sira gorgonzole s malim naglaskom belog luka. Koristi se kao delikatesni dodatak u 
mnogim jelima.  
 
           
Slika 3. Beli tartuf (Tuber magnatum Pico)  
(http:/logottotartufi.com /wp-content ploads/macrosporum) 
 
Crni jesenji tartuf (Tuber macrosporum) 
 
Crni jesenji tartuf, stupa u mikorizu sa hrastom i topolom. Plodonosna tela sazrevaju od septembra, 
pa do kraja januara. Izuzetno je cenjena gljiva, po mirisu slična belom tartufu. Plodonosno telo je 
okruglog ili nepravilno okruglog oblika sa blagim kvrgama.  Na površini se nalazi peridija rđasto-
crne boje sa sitnim bradavicama. Na poprečnom preseku je tamno smeđe boje sa nepravilno 
izuvijanim belim tankim žilama. Za razliku od belog tartufa, crni tartuf se može naći i na terenim sa 



















Slika 4. Crni jesenji tartuf (Tuber macrosporum)  
(http:/logottotartufi.com /wp-content uploads/macrosporum) 
 
Letnji tartuf (Tuber aestivium)  
 
Crni letnji tartuf (Tuber aestivium), sazreva u leto, od kraja maja, pa do decembra, po čemu je i 
dobio naziv. Raste na krečnim zemljištima širom Evrope i Severne Afrike, a kod nas  najčešće raste 
u simbiozi sa hrastom, lipom, grabom, leskom, itd. 
 
 
Slika 5. Tuber aestivium 
 
Gljiva je nepravilno okruglastog oblika, veličine manje pomorandže. Spoljna površina je smeđe-
crna, sa poligonalnim bradavicama širine 3-10 i visine do 3 milimikrona. Unutrašnjost „mesa“ je  
prljavo bele do smeđe boje, sa brojnim širokim, razbacanim i kratkim „venama“. 
 
Crni zimski tartuf (Tuber brumale) 
 
Zimski tartuf uspeva na lakšim, humusnim zemljištima, često ispod samog površinskog zemljišnog 
sloja odnosno lisnatog pokrova u simbiozi sa hrastom, bukvom, grabom, leskom, topolom i borom. 
Kod nas je poznat pod imenom zimski tartuf, zbog vremena sazrevanja plodonosnih tela koje traje 
od početka novembra, pa do sredine marta. Raste do veličine kokošijeg jajeta. Pokožica je crna sa 
stožastim bradavicama prečnika do 3 mm. Unutrašnjost plodonosnog tela je sivo-smeđe boje sa 
belim venama širim nego kod crnog tartufa. U askusima se nalazi 3-6 eliptičnih askospora, veličine 







Slika 6. Crni zimski tartuf (Tuber brumale) 
(https://www.lagoto.rs/vrste_tartufa.php) 
2.4.2. Pronalaženje tartufa  
 
Kada je u pitanju komercijalna vrednost tartufa, uzima se u obzir veličina, oblik ploda i aroma (što 
je plod veći i pravilnijeg oblika, veća je cena). Proces pronalaženja tartufa, pošto rastu pod 
zemljom, zasnovan je na lučenju karakterističnih mirisa koji privlače glodare, sisare i mušice. Sisari 
osećaju miris dimetil-sulfida (DMS) (Talou et al., 1990), ali neke životinje mogu da osete i 
jedinjenja specifičnih za vrstu tartufa (Hochberg et al., 2003), što je još uvek u fazi ispitivanja. 
Pitanje da li su isparljiva jedinjenja, koja ljudi opažaju, isti signali koje psi koriste za pronalaženje 
tartufa, nepoznanica je za mnoge istraživače. Psi uglavnom pronalaze plodove tartufa, ali je sastav 
isparljivih jedinjenja u tom periodu nedovoljno istražen, u smislu da nije tačno definisano koja su to 
jedinjenja koja privlače životinje (Buntgen et al., 2017).  
Činjenica je da životinje pronalaze zrele i nezrele plodove, pa je nejasno šta privlači životinje pri 
pronalaženju tartufa. Veverice i miševi, na primer, koriste tartufe kao hranu zbog sadržaja glukoze u 
njima (Buntgen et al., 2017).  
 
 
     
 













2.5. MIKROBIOTA TARTUFA  
 
Za razliku od gljiva koje formiraju plod iznad zemlje i u kratkom roku, tartufi formiraju plod tek 
nakon nekoliko meseci, ispod zemlje (hipogejne gljive) (Splivallo et al., 2019).  Zbog toga je jasno 
da na formiranje ploda verovatno utiču brojni zemljišni mikroorganizmi (Salerni et al., 2014). 
Tokom svog složenog životnog ciklusa, tartufi uspostavljaju simbiotske interakcije s bakterijama 
(Archaea i Eubacteria) (Antony-Babu et al., 2014; Gryndler et al., 2013), gljivama (kvasci i 
filamentozne gljive) (Pacioni et al. 2007) i virusima (Stielow end Menzel, 2010), u svim fazama 
razvoja. Prisustvo mikroorganizama u okviru simbiozne zajednice između mikoriznog korena i 
micelijuma tartufa, kao i u različitim delovima askokarpa, ukazuje na složenost i postojanje multi 
paratnerskih interakcija. 
U sastavu mikrobioma tartufa postoje razlike (Benucci i Bonito, 2016) koje su verovatno nastale 
pod uticajem evolucije (Barbieri et al., 2016). Bakterijske zajednice, selektuju se iz zemljišnih 
biocenoza, tokom rane faze formiranja tartufa, iz spoljnjeg omotača tartufa (peridijum) i 
unutrašnjeg (gleb), različitih vrsta tartufa (Antony-Babu et al., 2013; Grindler et al., 2013). 
Istraživanja mikrobiote tartufa pokazala su da površina plodonosnog tela tartufa, kao i unutrašnjost 
ploda tartufa, sadrže nekoliko stotina bakterijskih zajednica (Antony-Babu et al., 2014; Barbieri et 
al., 2007; Vahdatzadeh et al., 2015). Mikrobiota plodonosnih tela je slična kod svih do sada 
proučavanih vrsta tartufa (Antony-Babu et al., 2013) i uglavnom se sastoji od α-Proteobacteria iz 
porodice Bradirhizobiaceae dok razlike postoje u mikrobiomu različitih vrsta tartufa. Neke 
bakterije učestvuju u razgradnji i sintezi složenih aroma tartufa (Splivallo et al., 2015; Vahdatzadeh 
et al., 2015). Takođe, postoje predpostavke i dokazi da neke bakterijske vrste izazivaju inhibiciju 
rasta konkurentnih gljiva, stimulišu rast gomolja, kao i razgradnju askokarpa (Antony-Babu et al., 
2014; Dominguez et al., 2012; Deveau et al., 2016; Grindler et al., 2013, 2015; Saidi et al., 2015). 
Istraživanja ektomikorizne zajednice i uloge biljke u ektomikoriznoj zajednici, još uvek nisu dala 
odgovore na mnoga pitanja (Ishida et al., 2007; Morris et al., 2008; Tedersoo et al., 2008). 
Klimatski uslovi, biljka domaćin, tehnološka zrelost tartufa, faktori su koji utiču na razlike u 
mikrobiomima tartufa (Barbieri et al., 2010; Deveau et al., 2016; Li et al., 2018), ali je mehanizam 
funkcionisanja ektomikorizne zajednice još uvek nedovoljno istražen.  
Mikrobiota tartufa se razikuju po vrstama tartufa, ali dominiraju bakterije iz reda Rhizobiales, 
Actinomicetales, Enterobakteriales, Flavobakteriales i Pseudomonadales (Barbieri et al., 2016). 
Metode za utvrđivanje mikrobnog diverziteta kod tartufa ukazale su na velike razlike. Tako, 
primenom molekularnih metoda potvrđeno je prisustvo α-Proteobacteria pri čemu oko 82% je 
povezano sa Sinorhizobium, Rhizobium i Bradyrhizobium spp. Metodama kultivacije potvrđeno je 
prisustvo i to γ-Proteobacteria uglavnom fluorescentne pseudomonade. Fluorescentna in situ 
hibridizacija je pokazala da su α-Proteobacteria preovlađujuće u mikrobioti tartufa (85,8%), dok su 
ostale grupe slabije zastupljene i to: β-Proteobacteria (1,5%), γ-Proteobacteria (1,9%), 
Bacteroidetes (2,1%), Firmicutes (2,4%) i Actinobacteria (3%) (Barbieri et al., 2007). Primenom 
pirosekvenciranja gena 16s rRNA, TTGE, in situ hibridizacije i GeoChip 3,0 otkriveno je da 
askokarpi crnog tartufa pružaju stanište složenim bakterijskim zajednicama koje se jasno razlikuju 
od onih u okolnom zemljištu i ektomikorizosferi. Sastav ovih zajednica je dinamičan i razvija se 
tokom sazrevanja askokarpa, što je ukazalo na interakciju između tartufa i bakterija i potencijalne 
uloge bakterija u sazrevanju tartufa (Antony-Babu et al., 2014). 
U plodonosnim telima tartufa, dokazano je prisustvo velikog broja bakterija, kvasaca, virusa i 
filamentoznih gljiva (Vahdatzadeh et al., 2015), koje tokom svojih metaboličkih procesa, mogu 
stvarati neka od isparljivih jedinjenja, ali je isto tako i sam tartuf u mogućnosti da ih stvara. 
Rezultati Mestre et al. (2011) su ukazali da ektomikorizosfera može biti uobičajeno stanište za 
kvasce. Kvasci Cryptococcus humicola, Rhodotorula mucilaginnosa, Debaryomyces hansenii i 
Saccharomyces spp. izolovani su iz mikrobite Tuber melanosporum, Tuber aestivum i Tuber 
magnatum (Buzzini et al., 2005; Rivera et al., 2010). Nekoliko studija pokazalo je da kvasci 




Filamentozne gljive koje su izolovane iz gljivičnog mikrobioma tartufa (Тuber rufum, Т. brumale, 
Т. magnatum, Т. melanosporum, Т. aestivum, Т.borchii), uglavnom su askomicete (Pacioni et al., 
2007), koje zajedno sa plesnima (Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp.), kolonizuju 
peridijume tartufa, retko glebu (Rivera et al., 2010). Znanja o gljivičnom mikrobiomu ploda Tuber 
spp. su relativno ograničena, ali je dostupno više informacija o gljivama koje naseljavaju zemljište i 
korenov sistem biljaka (Li et al., 2018). O prisustvu virusa u mikrobiomu tartufa, još uvek nema 
dovoljno podataka, mada su neki istraživači (Stielow i Menzel 2010; Stielow et al., 2011, 2012) iz 
Tuber aestivum, izolovali Totivirus, Mitovirus i Endoravirus i Mitovirus iz Tuber escavatum.   
 
2.5.1. Bakterijske zajednice u mikrobioti tartufa 
 
Bakterije iz mikrobiote tartufa imaju važnu ulogu u rastu, razvoju i ishrani plodova tartufa (Antony-
Babu et al., 2013; Barbieri et al., 2007; 2010; Pavić et al., 2013). Bakterije kolonizuju spoljašnji 
omotač i unutrašnjost plodonosnog tela tartufa (Barbieri et el., 2005, 2007; Gryndler et al., 2013; 
Saltarelli et al., 2008). Bakterijske zajednice tartufa čine Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes i 
Actinobacteria (Antony-Babu et al., 2014; Gryndler et al., 2013; Splivallo et al., 2015). Kod svih 
vrsta tartufa dominirale su α-Proteobacteria, nešto manje Firmicutes i Actinobacteria, a razlikuju se 
po sastavu β-Proteobacteria, γ-Proteobacteria i Bacteriodetes (Barbieri et al., 2000). Sa fazom 
zrenja, broj određenih mikroorganizama se smanjuje, a nekih ostaje isti ili se čak povećava (α, β i γ-
Proteobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes, Actinobacteria) (Barbieri et al., 2007). Promene u 
sastavu bakterijskih zajednica tokom sazrevanja askokarpa, posledica su činjenice da bakterije u 
zemljištu kolonizuju primordije tartufa pre diferencijacije askokarpnih tkiva. Formiranjem glebe 
bakterije ostaju u unutrašnjosti gleba, dok  peridijum sprečava razmenu bakterija zemljište-gleb 
(Antony-Babut et al., 2014). Sazrevanjem tartufa, povećava se broj α-Proteobacteria, 
Bacteriodetes, a broj β-Proteobacteria se smanjuje. Kod svih vrsta tartufa, zabeleženo je prisutvo α-
Proteobacteria (porodica Bradyrizobiaceae i Rhizobiaceae) (Barbieri et el., 2010; Carvalho et al., 
2010).  Isto tako, bakterije iz roda Pedobacter, dominiraju u micelijumu tartufa, kao i u rizosferi 
biljke i mikoriznoj zajednici (Brabcova et al., 2016). Ova bakterije poseduju enzime koji razlažu 
jedinjenja, produkuje enzime hitinaze koji učestvuje u razgradnji hitina kod gljiva, što utiče na 
degradaciju plodonosnog tela tartufa. Bakterije iz roda Polaromonas, imaju sposobnost fiksacije 
azota, vodonika i ugljen dioksida (Sizova, M., and Panikov, N. (2007; Hanson et al., 2012), koje 
verovatno imaju i u tartufima. 
 
2.5.2. Kvasci, filamentozne gljive i virusi mikrobiote tartufa 
 
Mikrobiota tartufa je veoma složena a istraživanja su pokazala da se kvasci nalaze u peridijumu 
tartufa (Buzzini et al., 2005; Rivera et al., 2010; Zacchi et al., 2003 ) a izolovani su uglavnom, 
Cryptococcus humicola, Rhodotorula muciloginnosa, Debaryomices hansenii i Saccharomyces spp.  
Filamentozne gljive koje su izolovane iz mikrobioma tartufa (Т. rufum, Т. Brumale, Т. magnatum, 
Т. melanosporum, Т. aestivum, Т.borchii), uglavnom su askomicete (Pacioni et al., 2007), koje 
zajedno sa plesnima (Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp.), kolonizuju peridijume 
tartufa, retko gleb (Rivera et al., 2010).  
Koliko je prisustvo virusa u mikrobiomu tartufa, još uvek nije dovoljno istraženo, ali su neki 
istraživači iz tartufa  izolovali Totivirus, Mitovirus i Endoravirus (Stielow i Menzel 2010).  
 
2.6. AROMATIČNA JEDINJENJA TARTUFA  
 
Tartufi su prepoznatljivi po svom izraženom mirisu i cenjeni u gurmanskom kulinarskom svetu, kao 
„podzemno zlato“ i „dijamanti kuhinje“. Aromatičnost tartufa može varirati od blage do intenzivne, 
poput zemljanih, mošusnih i oštrih, belog luka, mesnate note, voćno zelene jabuke, sira, ruže, 
putera, a potiču od isparljivih organskih jedinjenja, kojih je do sada identifikovano više od 200 




al., 2012; Splivallo i Ebeler 2015;). Isparljiva aromatična jedinjenja tartufa merilo su kvaliteta 
tartufa kao gastronomskog specijaliteta (Splivallo i Cullteré, 2016). U tabeli 1, prikazani su pragovi 
osetljivostii i arome za karakteristična jedinjenja tartufa. 
Poreklo isparljivih jedinjenja najpre je bilo vezivano samo za mikrobiotu tartufa (Buzzini et al., 
2005; Splivallo et al., 2007, 2011), naročito za metabolizam kvasaca i bakterija. Smatra se da 
Bradyrhizobium bakterije mogu stvarati neka sumporna jedinjenja odgovorna za aromu tartufa, a 
takođe danas se zna da bakterije učestvuju u stvaranju derivata tiofena, ali ovaj biosintetski put nije 
dovoljno proučen (Splivallo et al., 2015). 
 
Tabela 1. Isparljiva  organska jedinjenja, prag osetljivosti i aroma tartufa 
 Jedinjenje Prag osetljivosti Miris- aroma 
1. 2-butanol 1700 ppb  - 
2. 2-metil-1-propanol 360 ppb do 3,3 ppm prodoran, vinu sličan, neprijatan miris (a)* 
3. 3-metil-1-pentanol 830 ppb to 1,2 ppm Voćni, zeleni, blago opori miris (a) 
4. 1-hexanol 200 ppb to 2,5 ppm zeljasti, drvenasti, blagi, slatki, zeleni, 
voćni miris (v) 
5. 2-fenil-etan-1-ol  sličan mirisu ruže (e) 
6. 3-metil-butan-1-ol  miris na sir i viski (e) 
7. 3-metill-fenol 650 ppb  Suv, kožni miris (v) 
10. 3-metil-sulfanil-propanal - beli luk, kuvani krompir, trulu hranu (a) 
11. (E)-2-Pentenal - voćna, jagoda (d) 
12. 3-metil-2-butenal - miris badema (v) 
13. Benzaldehid - gorki badem (a) 
16. 2-heptanon 1ppbdo 1,33ppm  voćni, začinski, cimet, banana, blago 
začinskog mirisa (a) 
17. Acetoin - blag, drvenast, miris jogurta i puter i 
kremaste arome  (f) 
18.  Acetofenon 170ppb karakterističan slatkast, opor miris (a) 
19. 2 (5H) furanon - Puter 
20. 2-pentilfuran - voćni, zeleni i zemljani mahunarski miris 
(g) 
21. Dihidro-5-pentil-2 (3H) 
furanon 
- kokosov, kremasti, voštani, slatki, puter i 
mast, (g) 
22. Benzofenon - delikatan, miris ruže  (a) 
23. Propionska kiselina 5 to 10 ppm  užegao miris (v ) 
24. Buterna kiselina 240 ppb to 4,8 ppm   prodoran miris putera (a) 
25 3-metil-2-buterna kiselina - Zelena, fenolna, mlečna aroma (a) 
26 4-metil-pentanonska kiselina 810ppb neprijatan, kiseo, prodoran miris (a) 
27. Heptanska kiselina 640 ppb to 10,4 ppm   neprijatan užegli, kiseli, masni miris (a) 
28. DMS; DMDS; DMTS 0.16 to 1,2 ppb  Difuzan, intenzivan miris belog luka, na 
kuvani krompir i trulu hranu (v) 
29. Metiltio –cikloheksan - snažnu, slatku, miris i ukus supe ili mesa(e 
) 
30. Motional 0,02 ppb  jak miris mesa, luka 
31. 3-methiltio-1-propanol 0,2 ppb c mirisa i ukusa nalik supi ili mesu  (a) 
32. Benzotiazol 80 do 450 ppb  delikatan, miris sličan ruži, sličan mirisu 
hinolina (a) 
* (a) Shimoda et al. 1996; (b) Burdock, 2010; (v) Ong et al. 1998; (d) Varlet et al., 2006; (e) Jović, 1991;  (f) 






Pored biljke domaćina, mikroorganizmi iz ektomikorizosfere i askokarpa tartufa, takođe učestvuju u 
stvaranju isparljivih jedinjenja (Splivallo et al., 2015; Vahatzadeh et al., 2015).  Svaka vrsta tartufa 
ima svoje specifične mirise, ali postoje isparljive materije koje sadrže sve vrste tartufa, a to su: 
metil-tio-metan, 3-metil-1-butanol i 1-okten-3-ol. Kod T. melanosporum aromu čini više od 15 
jedinjenja (Culleré et al., 2010), dok kod T. aestivum, T. himalaiense, T. sinense, T. indicum i T. 
borchii, 10-20 jedinjenja učestvuju u formiranju njihove arome (Culleré et al., 2010; Liu et al., 
2012). Kod tartufa T. magnatum, jedinjenje 2,4-ditiopentan se smatra glavnim sastojkom koji 
određuje njegovu aromu (Fiecchi et al., 1967). Osamdesetih godina prošlog veka identifikovani su 
nosioci arome tartufa T. melanosporum, 2-metilbutanal i dimetil-sulfid (DMS) (Talou et al., 1989). 
Kako se razvojem sofisticiranih tehnika napredovalo, povećavao se broj identifikovanih isparljivih 
jedinjenja tartufa. Intenzivni mirisi plodonosnih tela tartufa, potiču od sumpornih jedinjenja 
(Splivallo i Maier, 2015; Splivallo et al., 2011). Ova sumporna jedinjenja osnova su senzornih 
karakteristika tartufa, koje čulom mirisa registruju sisari (Cullere et al., 2010; Splivallo i Maier, 
2015; Talou et al., 1990). Isti autori poreklo isparljivih aromatičnih materija u tartufima vezuju za 
mikrobiom tartufa, dok je analizom genoma crnog tartufa T. melanosporum, ustanovljeno da crni 
tartuf može proizvoditi isparljive materije bez učešća bakterija (Martin et al., 2010). Takođe, 
ispitivanjem uticaja bakterijske zajednice belog tartufa T. borchii na formiranje arome, došlo se do 
zaključka da nisu samo bakterije odgovorne za aromu ovog tartufa, već izvor može biti i 
metabolizam mikroorganizama, bakterija i kvasaca, ali može biti i produkt enzimskih reakcija u 
tartufima (Splivallo et al., 2015; Vahdatzadeh et al., 2015). U svakoj fazi, počev od formiranja 
ektomikorizne zajednice do plodonošenja tartufa i sporulacije, kolonizuju se mikroorganizmi kojih 
ima više od 15 rodova.  
Neka novija istraživanja o varijacijama u sastavu aromatičnih isparljivih jedinjenja, smatraju da 
katabolizam aminokiselina (metionina, Erlichov put, slika 9.) i genetika, značajno utiču na stvaranje 






Slika 8. Sinteza aromatičnih jedinjenja tartufa- Erlihov put  
(Vahdatzadeh and Splivallo, 2018.) 
 
2.6.1. Sumporna jedinjenja tartufa  
 
Isparljiva jedinjenja sumpora su glavna komponenta u ukupnom sadržaju isparljivih jedinjenja 
tartufa. Ova jedinjenja imaju karakterističan miris belog luka, koji je karakteristika svih vrsta 
tartufa. Jedinjenja dimetil-sulfid (DMS), dimetil-trisulfid (DMTS) i 3-tio-sulfanil-propanal su 
najzastupljenija kod većine tartufa (Hazelwood et al., 2008; Liu et al., 2013.; Splivallo et al., 2015). 
Za većinu sumpornih isparljivih jedinjenja je utvrđeno da se ne sintetišu iz askenskih kultura 
micelijuma tartufa (Li et al., 2012; Splivallo et al., 2015; Tirillini et al., 2000), što potvrđuje da  
bakterije (α i β-Proteobacteria, dominantne u plodonosnim telima tartufa), kao i kvasci, mogu 
sintetisati sumporna jedinjenja. Neka sumporna jedinjenja specifična su samo za neke vrste tartufa 
(2,4-ditiopentan, 2-metil-furan-3-tiol, 4,5-di-hidro-tiofen, 3-metil-4,5-di-hidro-tiofen i (Van der 
Heijden et al., 2015).  
Na osnovu podataka dobijenih istraživanjem porekla isparljivih jedinjenja, prozilazi da 
karakteristična isparljiva jedinjenja sumpora za sve vrste tartufa, mogu nastati kao proizvod 
metabolizma bakterija mikrobioma plodonosnog tela tartufa i unutar plodonosnog tela (Erlihov put), 
a da isparljiva jedinjenja sumpora specifična za pojedine vrste tartufa, nastaju samo od tartufa ili 
samo od mikroba (Buzzini et al., 2005; Vahdatzadeh et al., 2018). Neki autori su gajili micelijum 
tartufa i dodavali aminokiseline (leucin, izoleucin, fenilalanin i metionin) i dokazali da je došlo do 
sinteze isparljivih sastojaka tartufa Erlihovim putem (Liu et al., 2013; Splivallo i Maier 2015; Xiao 
et al., 2015). U tabeli 2 prikazane su aminokiseline od kojih Erlihovim putem nastaju odgovarajući 






Tabela 2. Produkti metabolizma aminokiselina Erlihovim putem 
Aminokiseline Produkti metabolizma 
Leucin 3-metil-butanal i 3-metil-butan-1-ol 
Izoleucin 2- metil-butanal i 2 metil-butan-1-оl 
Fenilalanin 2-fenil-acet-aldehid, 2-fenil-etan-1-ol i benzaldehid  
Metionin 3-меtil-sulfanil-propanal, di-metil-disulfid(DMDS),di-metil-trisulfid 
(DMTS) 
 
Razgradnjom metionina, nastaje metantiol, prekursor za jedinjenja sumpora, karakteristična za 
tartufe. Razgradnja metionina prikazana je na slici 9. 
Neki autori su dokazali da kvasci, izolovani iz plodonosnih tela tartufa, proizvode isparljiva 
sumporna jedinjenja (DMS, DMDS, DMTS) (Buzzini et al., 2005). Isto tako, postoje dokazi da 
DMS i neka ciklična sumporna jedinjenja, u plodonosnim telima tartufa mogu da stvaraju i neke 
bakterije (Splivallo et al., 2015). 
 
Slika  9. Metabolizam l-metionina (Martin et al., 2010.) 
 
U ponovljenim ciklusima zamrzavanja i odmarzavanja Tuber melanosporum, Xiao i sar. (2015) su 
dokazali da dolazi do promena u sastavu sumpornih jedinjenja tartufa.  
Isparljiva sumporna jedinjenja glavne su mirisne note tartufa, a imaju mali prag osetljivosti. Čulo 
mirisa kod čoveka, osetljivije je od aparata za ispitivanje mirisa-elektronski nos (Tabela 1). 
 
2.6.2. Аlkoholi, estri, aldehidi i ketoni 
 
Jedna od pretpostavki je da alkoholi, aldehidi, ketoni i estri u okviru isparljivih jedinjenja tartufa, 
nastaju u procesu katabolizma aminokiselina i masnih kiselina (Hazelwood et al., 2008).  
Iz ove grupe jedinjenja, 3-metil-butanal, oktan-3-on, 1-oktеn-3-оl, 3-меtil-1-butanol, heksanal i 
acetaldehid su zastupljeni u kod većine vrsta tartufa. Jedinjenja oktan-3-on, 1-oktеn-3-оl sintetišu se 
u plodonosnom telu tartufa, a 3-metil-butanal, 3-metil-1-butanol, acetaldehid i heksanal mogu biti 
produkti metabolizama nekih bakterija (Combet et al., 2006). 
Manje zastupljeni alkoholi, aldehidi, ketoni i estri, ne tako važni za aromu tartufa, mogu nastati u 
procesu metabolizma filamentoznih gljiva, kvasaca ili bakterija ili su specifične za polnu fazu 




fenil-etanolu.Aromatična jedinjenja karakterističnog mirisa, koja su sastavni deo isparljivih 
jedinjenja tartufa, npr. 2-fenil-etanol, koji podseća na miris ruže i benzaldehid koji ima miris gorkog 
badema, mogu biti proizvod katabolizma aminokiselina (fenilalanina) (Hazelwood et al., 2008), dok 
druga jedinjenja mogu biti mešovitog porekla, 2-metoksi-4-metilfenol kao proizvod metabolizma γ-
Proteobacteria i Bacillus spp.  
Brojni mikroorganizmi mogu da sintetišu buternu kiselinu (mikrobiota plodonosnog tela tartufa 
može proizvoditi ovu kiselinu), a 4-hidroksi-2,5-dimetil-furan-3-on može da se sintetiše samo 
tokom seksualne faze tartufa (Culleré et al., 2010), što je još uvek nedovoljno ispitano.  
U svežim uzorcima tartufa, 1-okten-3-ol je važno isparljivo jedinjenje, zajedno sa manjim 
količinama alkohola, aldehida i 2- i 3-metil-tiofena, kao i jedinjenja sumpora. Oslobađanje (E)-2-
pentenala je primer razgradnje na niskim temperaturama, pri smrzavanju, dok se bis-3-metil-butil-
disulfid, 2-metil-4,5-dihidro-tiofen i 3-metil-4,5-dihidro-tiofen razvijaju na sobnoj temperaturi. 
Relevantna promena aroma tartufa je primećena posle 5 dana od berbe, kada dolazi do fermentacije 
unutar tartufa (Falasconi, 2004), pri čemu dolazi do povećanja sadržaja jedinjenja: sirćetne kiseline, 
etanola, 2-metil-1-butanola, 2-metil-1-propanola. Jedinjenja nastala fermentacijom unutar tartufa 
smatraju se markerima degradacije proizvoda (Falasconi, 2004). 
Biološko sazrevanje tartufa i formiranje plodonosnog tela tartufa, počinje pigmentacijom spora i 
povećanjem sadržaja melanina što utiče na tamnu boju gleba (Harki et al., 2006). Neki autori 
smatraju da se u zavisnosti od međusobnih interakcija bakterija i kvasaca, stvaraju i sazrevaju 
askokarpi (Antony-Babu et al., 2014), sa aromatičnim isparljivim jedinjenjima, koja su takođe 
delom poreklom od međusobnih interakcija u mikrobiti tartufa (Splivallo et al., 2015; Splivallo i 
Ebeler 2015; Vahdatzadeh et al., 2015). Promene u hemijskom sastavu tartufa tokom sazrevanja su 
merljive, ali još uvek nije razjašnjeno koliko na to utiču biotički, a koliko abiotički mehanizmi i 
procesi unutar i izvan mikrobioma tartufa (Buntgen et al., 2017). Istraživanjem sazrevanja tartufa T. 
aestivum, u Mađarskoj i Švajcarskoj, utvrđeno je da ne postoji jasno definisan optimalan period-
sezona za rast, razvoj i sazrevanje primordija, već se svi procesi paralelno i neprestano odvijaju 
(Buntgen et al., 2017). Isto tako, tvrdnje da klimatski uslovi, zemljište i njegova struktura kao i 
mikorizna zajednica, bitno utiču na period sazrevanja tartufa, ali još uvek nisu razjašnjene činjenice 
kako abiotički faktori utiču na veličinu, oblik, teksturu peridijuma i zrelost tartufa. Pretpostavke da 
je zrelost povezana sa veličinom plodonosnog tela (Stobbe et al., 2012, 2013), na primeru T. 
aestivum ne važi, jer su pronađeni i zreli tartufi raličitih veličina (Buntgen et al., 2017). Životni 
ciklus i plodonošenje T. aestivum, razlikuje se od drugih vrsta tartufa po tome što duže traje (Callot, 
1999; Stobbe et al., 2012).  
Veza između formiranja arome i biološkog procesa sazrevanja tartufa, pitanje je kojim se bave 
mnogi istraživači. Kod nekih tartufa je sazrevanje važan faktor u formiranju aroma, jer se smatra da 
zreli tartuf T. borchii, u fazi raspršivanja spora, oslobađa arome koje životinje tragači osećaju 
(Zeppa et al., 2004), dok kod T.aestivum to nije presudno (Mello et al., 2002; Splivallo et al., 2012), 
već se za formiranje arome ovog tartufa, vezuje uloga mikrobiote askokarpa (Splivallo et al., 2015; 
Splivallo i Ebeler 2015; Vahdatzadeh et al., 2015), sa još nekim faktorima koji paralelno utiču na 
razvoj kvaliteta. 
Struktura aromatičnih jedinjenja vezana je za fazu razvoja tartufa, u fazi micelijarnog rasta manji je 
broj isparljivih jedinjenja, a najviše ih ima u fazi zrenja (Splivallo et al., 2007; Tirillini et al., 2000), 
što može biti posledica mikrobioma tartufa, jer se stvaranje nekih jedinjenja vezuje za metaboličke 
puteve pojedinih mikroorganizama (bakterija i kvasaca) (Vahdatzadeh et al., 2015). Tako na primer, 
jedinjenje koje je detektovano u zrelom plodonosnom telu T. borchii, 3-metil-4,5-(2 H)-thiofen, nije 
pronađeno u drugim životnim ciklusima tartufa (Splivallo et al., 2015).  
Osim što postoje razlike u sastavu aromatičnih jedinjenja između vrsta, postoje i razlike unutar vrste 
(primer kod T. aestivum, sakupljan na razmaku od nekoliko centimetara udaljenosti) (Splivallo et 
al., 2012; Molinier et al., 2015), što se pripisuje i genetskim razlikama. Učešće genetike u 
poboljšanju arome i ukusa prehrambenih proizvoda sa tartufima, odabirom vrsta koje tome 
doprinose, pokazalo se kao veoma značajno (Smit et al., 2005; Tanous et al., 2002; Vilela-Moura et 




jedinjenja tartufa (Molinier et al., 2015; Splivallo et al. 2012). U eksperimentu čiji je jedan od 
ciljeva bilo dokazivanje postojanja Erlichov-og puta i njegove uloge u sintezi isparljivih jedinjenja 
tartufa T. borchi (Vahdatzadeh i  Splivallo 2018), dokazan je uticaj genetike na 29 isparljivih 
sastojaka askenskih kultura micelijuma tartufa, naročito na produkte Erlichov-og puta. Kod 
plodonosnih tela tartufa, sa izraženim prisustvom bakterija i kvasaca, postoji mogućnost da oni 
sintetišu isparljiva jedinjenja van Erlich-ovog puta (Vahdatzadeh et al., 2015).  
Erlihov put je proučavan kod kvasca Sacharomyces cerevisiae, gde se proces razgradnje 
aminokiselina deaminacijom u α-kеtо kiselinu koja dekarboksilacijom prelazi u aldehid, a zatim 
oksidacijom u alkohol ili redukcijom u kiselinu (Hazelwood et al., 2008). Takođe je utvrđeno da 
kvasci, izolovani iz plodonosnih tela tartufa proizvode neka jedinjenja kao što su 2-metil-1-butanоl, 
3-mеtil-1-butanоl (Buzzini et. al., 2005).  
Genetska istraživanja plodova različitih vrsta tartufa (T. magnatum i T. melanosporum), pokazala su 
da svi oni sadrže gene koji kodiraju enzime važne za razgradnju lignoceluloze, metabolizam 
isparljivih organskih materija, koji predstavljaju procese od izuzetnog značaja za funkcionisanje 
ektomikorizne zajednice. Poređenjem razvojnih puteva ektomikorizne zajednice i plodova T. 
magnatum i T. melanosporum vrsta tartufa, utvrđeno je da  razlika u ekspresiji genetskog materijala 
ispitivane vrste tartufa utiče na stvaranje isparljivih jedinjenja sa karakterističnim, izraženim 
mirisom tipičnim za svaku vrstu tartufa. Veliko interesovanje za veštačko uspostavljanje mikorizne 
zajednice tartufa, predstavlja izazov u oblasti istraživanja uloge genomskih resursa, evoluciji i 
ekologiji vekovima visoko cenjenih gljiva (Murat et al., 2018). 
U budućnosti, sa aspekta prehrambene industrije, selekcionisanjem sojeva mikroorganizama radi 
poboljšanja senzornih i nutritivnih osobina (vina, mlečnih proizvoda), moglo bi se uticati na sastav 
aromatičnih materija gajenih tartufa (Smit et al., 2005; Vilela-Moura et al., 2008).  
 
2.6.3. Medicinska svojstva tartufa  
 
Osim zavidnog statusa u kulinarstvu, tartufi imaju i medicinska svojstva, a samim tim i zdravstvenu 
ulogu. Antioksidativna, antiinflamatorna, antimikrobna i afrodizijačka svojstva tartufa potvrđena su 
ispitivanjima in vitro i in vivo (Lee et al., 2020).  
U nedavnim istraživanjima, navedeno je da se bioaktivna jedinjenja, koja postoje u tartufima, mogu 
koristiti kao potencijalna terapijska sredstva u nutraceutskim preparatima i dodacima bogatim 
antioksidantima (Ustin et al., 2018). 
Međutim, istraživanja u pogledu hemijskih svojstava, vrlo su ograničena kod nekih vrsta tartufa što 
dalje upućuje na istraživanje bioaktivnosti tartufa. Proučavanjem hemijskog sastava tartufa 
dokazano je prisustvo velikog broja jedinjenja koja imaju pozitivan efekat na zdravlje ljudi 
(Dahham et al., 2016; Gajos, 2014). Poznato je da jedinjenja, kao što su polifenoli, askorbinska 
kiselina, flavonoidi, tanini, glikozidi, ergosterol, antocijani, imaju zdravstvene efekte (imuno-
modulirajuća, hepato-protektivna, antibakterijska, antifungalna, antioksidativna i antivirusna). 
Tartufi se osim kao hrana, koriste i u tradicionalnoj medicini (Dogan et al., 2007).  
Ispitivanjem hemijskog sastava iračkih tartufa, dokazano je prisustvo 18 esencijalnih aminokiselina 
(glicin, alanin, fenilalanin, arginin, cistin, metionin, treonin, serin, lizin, leucin, tirozin, triptofan). 
Pored amino kiselina, utvrđeno je prisustvo zasićenih i nezasićenih masnih kiselina (stearinska, 
linoleinska, palmitoleinska) (Bokhary et al., 1989), kao i prisustvo mikro-elemenata N, P, K, Cа, 
Mg, Na, Fе, Мn, Cu i Zn (Al-Mahamdi 2011; Dundar et al., 2012). Neke vrste tartufa (T.boudneri) 
sadrže flavonoide i resveratrol (Akyuz et al., 2013), zbog čega im se pripisuju antioksidativna i 
antikancerogena svojstva (Dahham et al., 2016; Gajos, 2014). Antimikrobna i antimikotična 
svojstva acetonskih ekstrakta tartufa, dokazana su na vrstama Bacillus subtillis, Streptococcus 
pyogenes i Candida albicans  (Dogan et al., 2013; Paul i Roth, 2008). Tanini i glikozidi iz tartufa 
deluju inhibitorno na rast patogenih bakterija (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Enterobacter sp., E. coli), kao i na gljive (Fusarium sp., Aspergillus sp.) (Al-Mahamdi 2011; 
Villares et al., 2012). Osim nutritivne vrednosti, tartufi se mogu primenjivati i u lečenju nekih očnih 




Neki pustinjski tartufi, Terfezia arenaria (iz Alžira i Sahare), proizvode bioaktivne supstance, 
polifenole i flavonoide, sa antimikrobnom aktivnošću (Harir et al., 2019). Ekstrakti T. arenaria u 
metanolu pokazali su antifungalne aktivnosti protiv Aspergillus niger, Penicillium sp. i C. albicans, 
dok ekstrakti ove gljive u di-hlormetanu, pored antifugalnih, pokazali su i antibakterijske aktivnosti 
(Enterobacter faecalis, E. coli, S. aureus i P. aeruginosa). Neggaz i sar. (2020) su pokazali da se 
ekstrakti pustinjskih tartufa mogu koristiti kao potencijalni insekticidni agens, sa ciljem poboljšanja 
kvaliteta i bezbednosti uskladištene hrane protiv štetnih insekata.  
Istraživanja Janakat i Nassa (2010) su pokazala da vodeni ekstrakt tartufa T. claverii, poseduje 
antibakterijska svojstva, deluje pozitivno u slučajevima uree u krvi, holesterola (LDL, HDL, GOT, 
ALP) i triglicerida. Pokazalo se da je naročito efikasan u slučaju oboljenja nastala infekcijom 
Streptococcus pneumonie, kao i u lečenju nekih očnih bolesti (Owaid et al., 2018).  
Medicinska svojstva jestivih gljiva (oko 700 vrsta), poznata su godinama unazad (Wasser, 2010). 
Lekovita svojstva gljiva, primena u mikoterapiji, počela je 1970-ih i do danas su mnoga istraživanja 
dokazala pozitivne efekte mikoterapije kod mnogih bolesti (lečenje degenerativnih bolesti, 
karcinoma) (Attia et al., 2018). Antioksidativna svojstava ekstrakata tartufa su ispitivana u 
prevenciji hroničnih bolesti, poput kardiovaskularnih poremećaja, karcinoma, dijabetesa, visokog 
krvnog pritiska i Alchajmerove i Parkinsonove bolesti (Cole et al., 2005; Riboli i Norat 2003). Više 
istraživanja treba usmeriti na prirodne proizvode ekstrahovane iz tartufa i njihov biološki uticaj 
protiv različitih bolesti i patogena. 
 
2.7. TRETMANI  ZA  OČUVANJE AROMA TARTUFA  
  
Glavni problem prilikom čuvanja tartufa je održavanje aromatičnih materija na duže vreme, kako bi 
se sačuvao njihov kvalitet. Primena tartufa kao dodatak hrani, piću i drugim prehrambenim 
proizvodima poslednjih godina sve je veća, pa je pronalaženje tehnike koja bi omogućila očuvanje 
prirodne arome tartufa, a samim tim i mogućnost dobijanja prehrambenih proizvoda bez veštačkih 
aroma, još uvek je u fazi istraživanja. Veliki problem prilikom čuvanja tartufa je očuvanje sadržaja 
njihovih isparljivih jedinjenja koji tokom vremena i neadekvatnog čuvanja (oksidacijom i pod 
uticajem enzimskih reakcija), prelaze u druga, manje vredna ili čak štetna jedinjenja za kvalitet i 
kvantitet arome tartufa. Zato su tokom vremena istraživani postupci i tehnologije koji bi obezbedili 
očuvanje kvaliteta tartufa.  
Tokom skladištenja tartufa, sadržaj karakterističnih aromatičnih materija svežeg tartufa (DMS, 2-
butan-оn, 2- i 3-metil-1-butanоl, 2-feniletan-ol i dr.) se menja, a u prisustvu bakterija koje izazivaju 
kvarenje, dolazi do stvaranja jedinjenja koja negativno utiču na miris svežeg tartufa. Sa stanovišta 
zdravstveno bezbedne hrane, kao i očuvanja senzornih svojstava, važno je pronalaženje uspešnih 
metoda dezinfekcije i skladištenja tartufa, a u cilju produženja roka trajanja askokarpa, očuvanja 
željene arome i primene tartufa u hrani. Idealan tretman za dezinfekciju ne treba da stvara fizička 
oštećenja, kao ni da utiče na senzorna svojstva tartufa, ali treba da bude efikasan i jednostavan za 
upotrebu. Produženje roka trajanja svežih tartufa uz očuvanje senzornih karakteristika, obuhvata 




Tretman sterilizacije u autoklavu, kao tehnika očuvanja senzornih svojstava tartufa i kao način za 
dobijanje zdravstveno bezbednog proizvoda, nije dao rezultate u očuvanju isparljivih jedinjenja 
tartufa (Saltareli et al., 2008). Takođe, kao način skladištenja koji je podesan i za održavanje 
senzornih karakteristika tartufa, neki autori (Al-Ruquie, 2006; Mancareli et al., 1997; Nazaro et al., 










Seymour i sar. (2002) su uporedili efikasnost hlorne vode sa i bez primene ultrazvuka za pranje 
lišća salate kontaminirane S. typhimurium i konstatovali da ultrazvuk poboljšava efikasnost hlora za 
1 logaritamsku jedinicu, a za Enterobacteriaceae 2 logaritamske jedinice. Antimikrobna aktivnost 
hlora znatno se smanjuje kada hlor dolazi u kontakt sa organskom materijom (Beuchat et al., 1998), 
a s obzirom da je u tartufima ovaj sadržaj vrlo visok, ova metoda nema primenu u dezinfekciji 
tartufa. 
Slični rezultati su dobijeni kada su tartufi isprani vodonikperoksidom, sam ili u kombinaciji sa 
ultrazvukom. Kada je vodonikperoksid primenjen sa ultrazvukom, njegova efikasnost kod 
Enterobacteriaceae je od 0,7 do 1,7 log cfu/g. Pranje tartufa samo sa vodonikperoksidom (5% 
H2O2), nije postiglo značajno smanjenje bakterija, a takođe je bilo neefikasno u uklanjanju plesni 
(Sapers, 2005; Sapers i Simmons, 1998). H2O2 ima GRAS (Generally Recognized Safety) status u 
SAD-u, ali još nije odobren za upotrebu kao sredstvo za pranje svežih proizvoda. Delotvoran je 
protiv širokog spektra bakterija, kvasca i gljiva.  
Chang i Schneider (2012) su istraživali upotrebu 70% etanola kao sredstva za dekontaminaciju 
tartufa, gde je postignuta redukcija broja Pseudomonas sp. za 3,1 logaritamske jedinice, 
Enterobacteriaceae za 5 logaritamskih jedinica i bakterija mlečne kiseline za 2 logaritamske 
jedinice, dok je populacija plesni i kvasca eliminisana.  Kombinacija etanola sa ultrazvukom je 
poboljšala početne efekte dekontaminacije. Iako je upotreba etanola kao dezinficijensa češća u 
objektima, medicinskim ustanovama, istraživačkim ustanovama, njegova efikasnost je dokazana 
kod nekih svežih proizvoda (Feliciano et al., 1987; Margosan et al.,1997). 
 
Tretmani niskim temperaturama 
 
Hlađenje i zamrzavanje su uobičajene metode koje se koriste za čuvanje tartufa (Patel et al., 2012). 
Saltarelli et al. (2008) su utvrdili da hlađenje na 4°C najbolje čuva biohemijske i mikrobiološke 
karakteristike tartufa na kraći period. Cullere et al. (2013) su utvrdili 15 jedinjenja sa visokim 
aromatičnim potencijalom u tartufima. U istoj studiji, aroma smrznutih tartufa značajno se 
razlikovala od arome svežih tartufa.  Metionin i neki fenoli su predloženi kao markeri vremena 
zamrzavanja, a 1-okten-3-on se pojavio kao opšti marker procesa zamrzavanja.   
Neki autori su utvrdili da se liofilizacijom aromatični profil tartufa vrsta T. melanosporum i T. 
indicum uglavnom održava nakon tretmana, dok je aromatični profil T. aestivum značajno izmenjen 
(Palacios et al., 2014). Liofilizacijom T. aestivum, dolazi do gubitka DMS i 2-butanona, a u slučaju 
liofilizacije sa rehidratacijom tartufa, došlo je do promena u sastavu karakterističnih jedinjenja (2-
metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol i DMS) (Mart et al., 2006; Palacios et al., 2012).  
Kod T. melanosporum i T. indicum, ove promene nisu značajnije uticale na njihov aromatski profil 
(Villares et al., 2012). Takođe, ovi autori su utvrdili da se posle liofilizacije i rehidratacije, smanjuje 
učešće 2-butanola i 2-butanona na račun povećanja sadržaja 2-metilpropanala, 2-metilbutanala i 
smanjenja sadržaja 3-metilbutanala. Enzimske i oksidativne reakcije dovode do konverzije 
nezasićenih masnih kiselina u aromatična jedinjenja (Misharina et al., 2010) i smanjenja 1-okten-3-
ona do 3-oktanona (Darriet et al., 2002).  
 
Pakovanje u modifikovanoj atmosferi 
 
Jedan od načina da se sačuvaju senzorne karakteristike tartufa je i tehnika pakovanja u 
modifikovanoj atmosferi (Palacios et al., 2011; Rivera et al., 2010). Ova tehnika doprinosi i 
ograničavanju gubitka težine, održavanju teksturalnih karakteristika tartufa i sprečava razvoj 
površinskog rasta micelija. 
Neke studije su se bavile pakovanjem sa izmenjenom atmosferom (MAP) sa mikroperforiranim 
filmovima sa različitim sadržajem CO2 i O2 (Rivera et al., 2011). U MAP atmosferi sa visokim CO2 




produžavajući rok trajanja tartufa (Hajjar et al., 2010). Vrste T. aestivum i T. melanosporum su 
dekontaminirane, upakovane odabranim tretmanom u MAP-a, mikroperforiranim filmom i čuvane 
na 4
°
C tokom 28 dana. Prilikom ovog tretmana broj mikroorganizama i senzorni kvalitet održavali 
su se tokom skladištenja, a rok trajanja obe vrste tartufa produžen je na 28 dana (Rivera et al., 
2011). Ispitivanja kvaliteta i mikrobiološkog statusa svežih tartufa, upakovanih u 15% CO2 / 7% O2 
na 4°C, su pokazala da se broj mikroorganizama Pseudomonas spp. i Enterobacteriaceae smanjuje, 
kao i gubitak težine, uz održavanje tipične tvrda teksture. Takođe, ustanovljeno je da se odlaže 
razvoj rasta micelija što omogućava produženje roka trajanja tartufa T. melanosporum i T. aestivum 




Primena sofisticiranih tehnika, kao što je gama zračenje, je još jedna od mogućnosti održavanja 
senzornih svojstava tartufa (Nazzaro et al., 2007; Reale et al., 2009). Korišćenje gama zraka za 
povećanje roka trajanja i očuvanja senzornih svojstava tartufa zahteva da sveži tartufi budu dobro 
složeni, kao i da se primeni odgovarajuća doza zračenja,(1000 i 2500 Gi), kako bi se izbegle 
promene njihovih biohemijskih, strukturnih i tehnoloških osobina. Međutim, ako se primenjuje u 
neodgovarajućem režimu, zračenje može izazvati neželjene promene senzornih svojstava i 
hemijskog sastava, što rezultira slobodnim radikalima, čija reakcija sa proteinima, lipidima i 
polifenolima može povećati štetne efekte (Al Rawi i Aldin, 1979). 
Tartufi nisu u stanju da dugo zadrže svoja senzorna i biohemijska svojstva u svežem stanju, pa je 
pronalaženje optimalnog načina njihovog skladištenja od velikog značaja. Shodno tome, koriste se 
različite metode kako bi se tartufima omogućilo da „dišu“, a da ne postanu previše mokri ili suvi. 
Primeri uključuju stavljanje u voštane papirne kese ili uranjanje u nekuvanom pirinču u teglama. 
Mikroporozne plastične kese, dizajnirane za dugoročno skladištenje povrća, takođe mogu biti 
funkcionalne u očuvanju tartufa.  
 
2.8. PRIMENA TARTUFA U HRANI 
 
Sa napretkom u prehrambenoj tehnologiji, očekuje se pronalazak inovativnijih načina za primenu 
tartufa u hrani, zadržavajući njihova biohemijska svojstva. Potencijalni terapeutski efekti koji se 
odnose na tartufe mogu dodati vrednost hrani u  kojima se dodaju, iako medicinska zajednica još 
uvek nije utvrdila i definisala potrebne količine za terapeutske svrhe. Sasvim je jasno da dalja 
naučna ispitivanja moraju posvetiti veću pažnju tome kako bi se što bolje iskoristila utvrđena 
biohemijska i biološka svojstva tartufa a sa ciljem dobijanja prehrambenih proizvoda sa dodatom 
vrednošću (Üstun et al., 2020). 
Ranije je utvrđeno da su tartufi bogati proteinima, vitaminima, esencijalnim aminokiselinama, 
masnim kiselinama, ugljenim hidratima, prehrambenim vlaknima i mineralima (Al-Mahamdi, 2011; 
Bokhary et al., 1989; Dundar et al., 2012). Danas je popularna hrana sa tartufima, kao što su 
testenine, pice, rižoto, omlet, ulje za salate, džemovi i keksi. Sveži crni i beli tartufi se isporučuju u 
sezoni ili se od tartufa prave  proizvodi, kao začini jelima (crveno meso, testenine, pirinač, predjela) 
ili kao sosovi (sos od tartufa, senf, sos sa roštilja, itd.), paste i sokovi od tartufa. U mlečnoj industriji 
se koriste kao dodatak mlečnim proizvodima (puter, namaz od sira, sirevi Burrata, Boschetto al 
Tartufo, Sottocenere, Caciotta i Pecorino, itd.). 
Pored toga, na tržištu su dostupne bombone sa tartufima, med i testenine, a u komercijalnoj preradi 
se može naći balzamiko sirće od tartufa, maslinovo ulje sa tartufima, votka, rakija sa tartufima, kao 




                    
 
Slika 10. Sir i bombone sa tartufima-Caciotta al Tartufo - Forever Cheese (files\link.svg) 
 
Raznovrsna „ulja od tartufa“ koja se mogu naći u specijalizovanim prodavnicama, aromatizovana 
su sa jednom ili nekoliko veštačkih aroma, koje sadrže ključne komponente aromatičnih jedinjenja 
tartufa, ali ne i sa celim nizom aromatičnih jedinjenja koji se nalaze u svežim tartufima. Maslinovo 
ulje se često koristi sa svežim tartufima za trenutnu upotrebu, a u kulinarstvu se tartufi koriste zbog 
arome, koja se razlikuje po vrstama tartufa. Pridevi poput „pečurkast“, beli luk“, „sirast“, voćni“, se 
koriste pri opisivanju aromatičnih svojstava koja su karakteristična za tartufe (Díaz et al., 2003; 
Jović, 1991; Ong et al. 1998;  Shimoda et al. 1996; Splivallo et al., 2007; Varlet et al., 2006). 
Praktično, tartufi jelu dodaju više mirisa nego ukusa, a zbog činjenice da se miris lako uništava 
kuvanjem, tartufi se često dodaju neposredno pre konzumiranja.  
Neka aromatična jedinjenja tartufa „vezuju“ se za molekule masti, pa se zbog toga maslinovo ulje, 
puter, jaja, meso, sir i kajmak koriste za kombinovanje sa tartufima kako bi poboljšali ukus jelima 
od testenina i namazima. Sladoled sa ukusom tartufa iznenađujuće je ukusan za određene kategorije 
potrošača (Anonimous 2018c).  
Osim u hrani, tartufi se mogu primeniti u proizvodnji parfema, kozmetičkoj i farmaceutskoj 
industriji (Hall et al., 2008; Anonimous, 2018c).  
 
2.9. PROIZVODNJA I SVOJSTVA SIREVA HOLANDSKOG TIPA 
 
Sirevi holandskog tipa su veoma rasprostranjena grupa sirišnokoagulišućih sireva koji se proizvode 
širom sveta, a noviji podaci govore i o povećanju njihove proizvodnje i potrošnje.  
Najpoznatiji predstavnici sireva holandskog tipa su gauda i edamski sir, koji se razlikuju u 
zahtevima za sadržaj masti u mleku pri čemu se za proizvodnju edamskog sira koristi delimično 
obrano mleko, a za gaudu punomasno mleko (Walstra et al., 1993; Codex Alimentarius, 2013). 
Prema regulativi u SAD, sir gauda mora da ima maksimalno 45% sadržaj vode i minimalno 46% 
masti u suvoj materiji.   
Postupak proizvodnje sireva holandskog tipa karakteriše dodavanje mezofilnih bakterija mlečne 
kiseline kao starter kulture koje u sebi sadrže citrat pozitivne bakterije. Upravo metabolizmom 
citrata delovanjem ovih bakterija dolazi do formiranja CO2 što dovodi do nastajanja nekoliko 
pravilnih šupljika veličine zrna pirinča do zrna graška koje su karakteristične za ovu grupu sireva. 
Druga karakteristična operacija tokom postupka proizvodnje je ispiranje koje se sprovodi tokom 
operacija obrade gruša, odlivanjem dela izdvojene surutke (30 – 40% od početne količine mleka) i 
dodavanjem iste ili manje količine vode. Na ovaj način, vrši se odstranjivanje laktoze koja 
predstavlja supstrat za delovanje bakterija mlečne kiseline i time se sprečava značajno opadanje pH 
vrednosti sira.  
Zrenje sireva holandskog tipa može da traje od 1 do 20 meseci što značajno utiče na sastav i 
svojstva finalnog proizvoda (van den Berg et al., 2004; Mellgren, 2005; Jung et al., 2013). Primera 




sadržajem organskih kiselina. Takođe, senzorna svojstva holandskih sireva velikim delom zavise od 
stepena zrelosti.  
Zrenje holandskih sireva se odvija na temperaturi 10–18°C pri čemu se odvija čitav set 
biohemijskih promena, u prvom redu proteolitičke promene, a potom glikolitičke i lipolitičke 
promene. U promenama tokom zrenja nastaju brojna jedinjenja koja utiču na formiranje ukusa i 
mirisa ovih sireva.  
Ispitivanjem komercijalnih sireva sa tržišta različitih zemalja Jo i sar. (2018) su identifikovali 93 
aromatična jedinjenja koja mogu da imaju značaj za formiranje ukusa i mirisa gauda sira.  Međutim, 
kao ključna aromatična isparljiva jedinjenja autori navode diacetil, 2- i 3-metilbutanal, 2-
metilpropanal, metionin, etil butirat, sirćetna kiselina, buterna kiselina, homofuraneol, d-
deklalakton i 2-izobutil-3-metoksipirazin. Aroma zrelih sireva nastaje kao posledica formiranja 2-
metilpropanala, maslačne kiseline, homofuraneola, δ-deklalaktona i 2-izopropil-3-metoksipirazina. 
Za aromu gaude sira značajne su organske kiseline. U gauda sirevima je kvantifikovano šest 
organskih kiselina od kojih je mlečna kiselina bila prisutna u najvećoj koncentraciji, a sve kiseline 
su se povećavale sa odmicanjem perioda zrenja (Califano i Bevilackua 2000; Skeie et al., 2001). 
Sadržaj mlečne kiseline je posebno važan tokom ranih faza zrenja, a kasnije se ona transformiše u 
druga jedinjenja (McSweeney i Sousa, 2000). Primera radi oksidacijom mlečne kiseline aktivnošću 
nestarterskih bakterija može nastati ugljen dioksid i sirćetna kiselina koja takođe doprinosi aroma 
sireva (McSweeney i Sousa 2000; Singh et al., 2003).  
Aromatična jedinjenja koja su detektovana u gauda sirevima različitog stepena zrelosti su 
obuhvatala 6 slobodnih masnih kiselina (FFA), 7 sumpornih jedinjenja, 20 aldehida, 10 estara, 9 
azotnih jedinjenja, 3 laktona, 3 alkana, 11 alkohola, 13 ketona, 3 furanona i 5 nepoznatih jedinjenja 
(Jo et al., 2018). Ovi autori su prvi put identifikovali u ovoj vrsti sireva sledeća jedinjenja: diacetil, 
sirćetnu kiselinu, 2 metilbutanal i metional.  
Metodom GC-MS identifikovano je 25 jedinjenja koja obuhvataju 4 slobodne masne kiseline, 4 
sumporna jedinjenja, 6 aldehida, 3 estra, 1 pirazin, 1 lakton, 3 furana, diacetil, acetoin i 2-acetil-1-
pirolin. Isparljiva jedinjenja sireva uključuju sirćetnu kiselinu, buternu kiselinu, heksansku kiselinu, 
dimetil sulfid, dimetil trisulfid, metionin, heksanal, heptanal, diacetil, etil butirat i 2- i 3-
metilbutanal. Zreliji sirevi imaju veću koncentraciju 2- i 3-metilbutanala, 2-izobutil-3-
metoksipirazina i homofuraneola a sirevi sa većim sadržajem masti imaju veće koncentracije δ-
deklalaktona, furaneola, sotolona i homofuraneola. Ova jedinjenja se dobijaju razgradnjom peptida 
ili aminokiselina ili mlečne masti enzimima bakterija mlečne kiseline koje se razvijaju u siru (El 
Soda, 1993).   
Koncentracija isparljivih jedinjenja značajna za aromu velikim delom nastaje i razgradnjom mlečne 
masti tokom zrenja sireva. Mlečna mast je veoma važna za karakterističan ukus sira jer iz nje 
raznim reakcijama kao što su hidroliza, oksidacija, i esterifikacija, nastaju slobodne masne kiseline, 
laktoni, estri i ketoni, koji doprinose ukusu sira (Alewijn et al., 2005; McSweeny i Sousa, 2000). 
Masne kiseline kraćeg lanca (C4 – C8), imaju važnu ulogu u formiranju ukusa sira, a i značajne su 
za nastajanje drugih aromatičnih jedinjenja kao što su laktoni, aldehidi i alkoholi (McSweeny i 
Sousa, 2000). Smatra se da buterna kiselina ima najveći uticaj na aromu zrelog gauda sira, a njeno 
povećanje tokom zrenja je posledica selektivne aktivnosti lipaza i preferencije za formiranje FFA 
kratkog lanca. Takođe, buternu kiselinu mogu da sintetišu i mikroorganizmi prisutni u siru (Alewijn 
et al., 2005; McSweeny i Sousa, 2000). 
Za aromu holandskih sireva značajni su i aldehidi koji daju miris na travu i seno. Sadržaj heptanala, 
heksanala i oktanala je povećan kod zrelih sireva i onih sa većim sadržajem masti.  
Laktoni nastaju neenzimatskom transesterifikacijom hidroksi masnih kiselina (Alewijn et al., 2007) 
i doprinose aroma sira. Alewijn i sar. (2005) su došli do zaključka da se tokom zrenja gaude 
značajno povećava sadržaj δ-dekalaktona i u manjem obimu sadržaj γ-laktona. Sadržaj δ-
dekalaktona tokom zrenja zavisi od temperature zrenja i nestarterske mikrobiote (Alewijn et al., 
2005).  
Estri se uobičajeno nalaze u siru i formiraju se esterifikacijom FFA sa alkoholom (Alewijn et al., 




prisutni u najvećoj meri etil-butirat s obzirom na veliki sadržaj buterne kiseline koja je 
predominantna SMK. Takođe, ovi estri su u većoj meri zastupljeni kod sireva koji se proizvode od 
sirovog mleka verovatno kao posledica izraženije esterazne aktivnosti. Ipak, esteraze iz bakterija 
mlečne kiseline mogu doprineti formiranju estara koji daju doprinos aromi sira.  
Uloga diacetila značajna je za formiranje ukusa holandskih sireva. Formira se u procesu 
metabolizma citrata, zajedno sa laktatom i acetoinom (McSweeny i Sousa, 2000). Doprinosi 
maslačnom ukusu mladih sireva, a prisutan je u niskim koncentracijama prvih 6 meseci zrenja 
(Drake et al., 2010; Urbach, 1997).  
Aroma holandskih sireva u velikoj meri zavisi od stepena proteolize, posebno tokom katabolizma 
peptida i slobodnih aminokiselina, nakon čega nastaju brojna jedinjenja, prekursori za stvaranje 
isparljivih jedinjenja kao što su aldehidi, kiseline, alkoholi i sumporna jedinjenja.  
Razgradnja aminokiselina u siru je povezana sa aktivnošću mikrobioloških enzima koje su 
uključene u reakcije deaminacije, transaminacije, dekarboksilacije (McSweeny i Sousa, 2000).  
Isparljiva sumporna jedinjenja imaju značajan uticaj na ukus brojnih sireva, kao što su čedar, sirevi 
švajcarskog tipa i drugi (Marilley i Casei, 2004; McSweeny i Sousa, 2000). Jedinjenja sumpora, 
dimetil disulfid (DMDS), dimetil trisulfid (DMTS) i metional potiču od metionina koji je u visokim 
koncentracijama prisutan u kazeinu (McSweeny i Sousa, 2000). Metional nastaje razgradnjom 
metionina, dok dimetil sulfid nastaje kao proizvod metabolizma metionina, aktivnošću bakterija 
propionske kiseline, ali može nastati i direktno iz metantiola (McSweeny i Sousa, 2000).  
Furanoni (furaneol, homofuraneol i sotolon) su značajni za aromu sira i njihov sadržaj se povećava 
tokom zrenja. Smatra se da povećanje furanona nastaje delovanjem određenih sojeva laktobacila i 
drugih nestarterskih bakterija (Milo i Reineccius, 1997). Ova jedinjenja doprinose formiranju slatke 
arome sira na karamel. 
 
2.10. PROBIOTICI I PRIMENA U FUNKCIONALNOJ HRANI 
 
Prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (FAO) i Svetskoj zdravstvenoj 
organizaciji (WHO), (FAO/WHO, 2001; FAO/WHO, 2002) probiotici su definisani kao živi 
mikroorganizmi, uneti u organizam u odgovarajućim količinama, ostvaruju zdravstvenu korist. Ovu 
definiciju probiotika usvojilo je i Međunarodno naučno udruženje za probiotike i prebiotike 
(ISAPP) i koristi se u većini naučnih publikacija. Kao probiotske bakterije, najveću primenu 
ostvarile su vrste rodova Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp.  
Poznato je da u ljudskom gastrointestinalnom traktu živi najmanje 10 puta više bakterija od broja 
ljudskih ćelija (NIH HMP Working group, 2009). Sastav crevne mikrobiote varira tokom detinjstva 
do punoletstva (Vieira et al., 2012.) i pored genetike, bitno utiče na naše zdravlje (Specter, 2012). 
Iako otkriće antibiotika, poput penicilina i streptomicina koji su spasili milione života, je 
predstavljalo važno otkriće u 20-om veku, upotreba antibiotika ima za posledicu uništavanje 
komensalne mikrobiote ljudi (Blaser, 2011). Crevna mikrobiota može biti modulisana dodavanjem 
probiotika tokom akutnog poremećaja osetljive ravnoteže crevne mikrobiote.  
Selekciju probiotskih vrsta uslovljava čitav niz bioloških i tehnoloških faktora. Da bi se mogli 
deklarisati kao probiotici, Salminen i sar. (1998) su predložili sledeće kriterijume: 
- soj treba da se deponuje u međunarodno priznatoj kolekciji 
- probiotik mora biti identifikovan do nivoa rod, vrsta i soj 
-GRAS status -Generally recognized as safe 
- stabilnost sojeva (aktivnost i vijabilnost u proizvodu) 
- rezistencija na nizak pH, žučne soli, preživljavanje in vivo 
- da zadovolji funkcionalne i fiziološke aspekte (sposobnost adhezije i virulencije, da ispoljava 
antimikrobnu aktivnost prema patogenim mikroorganizmima, imunomodulacija, selektivna 
stimulacija poželjnih bakterija i supresija nepoželjnih i ispitivanje negativnih efekata). 
Zbog složenosti ovih zahteva, koriste se mešovite kulture probiotskih, ali i neprobiotskih bakterija, 
koje svojim zajedničkim radom ispunjavaju kriterijume. Kao primer može se uzeti ABT-2 kultura, u 




zadovoljavaju funkcionalne zahteve, kao i vrsta Streptococcus thermophilus koja, u najvećoj meri 
zadovoljava tehnološke zahteve. 
Jedna od prvih bakterija koja kolonizuje creva novorođenčadi nakon rođenja su vrste roda 
Bifidobacterium (Walker, 2013). Kao probiotici, koriste se vrste Bifidobacterium 
infantis,Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis ssp. animalis, Bifidobacterium 
animalis ssp. lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve. 
Kada ih koriste u proizvodima, kompanije često za neke od ovih bifidobakterija, koriste naučno 
zvučna, komercijalna imena. 
Neki laktobacili se koriste u proizvodnji jogurta, sira, kiselog kupusa, vina i drugih fermentisanih 
proizvoda (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus 
rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus 
johnsonii, Lactobacillus plantarum i Lactobacillus fermentum) (Bauer  et al., 2010; De Vuyst et al., 
2014; Siragusa et al., 2013). Osim zdravstvenih efekata, njihova uloga je i fermentacija šećera i 
stvaranje kisele sredine, što sprečava kvarenje hrane mikroorganizmima.  
S obzirom na rasprostranjenost bakterija mlečne kiseline (gastrointestinalni trakt, fermentisani biljni 
proizvodi, tradicionalni mlečni proizvodi, itd.), istraživanjima je ustanovljeno da brojni izolati iz 
različitih sredina mogu da poseduju probiotske karakteristike. Autohtone bakterije mlečne kiseline 
izolovane iz tradicionalnih sireva predstavljaju veliki potencijal za selekciju novih potencijalnih 
probiotskih sojeva, pa se poslednjih godina, osim selekcije bakterija mlečne kiseline u cilju primene 
kao starter kultura, kao jedan od osnovnih kriterijuma za selekciju, primenjuje ispitivanje 
potencijalnih probiotskih karakteristika (Hermanns et al., 2014; Milesi et al., 2009;  Radulović et 
al., 2010; Zago et al., 2011).   
Dobijanje željenih svojstava proizvoda, postiže se uključivanjem odabranih autohtonih probiotskih 
izolata u fermentacione procese, gde se brzo i lako razmnožavaju. U cilju njihovog koncentrovanja i 
primene u nefermentacionim postupcima proizvodnje hrane, koriste se različite tehnike 
mikroinkapsulacije probiotskih kultura (Radulović et al., 2011; Petrović et al., 2012).  
 
2.10.1. Zdravstveni efekti probiotskih bakterija 
 
Iako su koristi od konzumiranja fermentisane hrane čovečanstvu poznate vekovima, mnogo pre 
otkrivanja mikroorganizama, primenu mikroorganizama u cilju postizanja pozitivnih zdravstvenih 
koristi započeo je pre više od jednog veka Metchnikoff kada je tvrdio da se zdravlje može poboljšati 
bakterijama koje se nalaze u jogurtu, (Mackowiak, 2013). Tokom poslednje dve decenije, 
objavljeno je preko 6000 publikacija o probioticima, pri čemu je preko 60% radova objavljeno u 
poslednjih 5 godina, od kojih su neki u vrhunskim naučnim časopisima. Najčešće se kao probiotici 
primenjuju BMK i bifidobakterije, mada se koriste i druge bakterije i određeni kvasci (Didari et al., 
2014). 
Zdravstveni efekti probiotika su merljivi i mogu se dokazati sličnim vrstama studija koje se 
sprovode kod ispitivanja lekova (dvostruko slepa, randomizirana, placebo kontrolisana ispitivanja 
na ljudima) (Fijan, 2014). Uglavnom se sprovode in vivo studije (FAO/WHO 2002). In vitro studije 
pružaju prvi korak u proceni probiotika za upotrebu u hrani i prate kontrolisana ispitivanja na 
ljudima (Conway et al., 1987). 
Dokazano je da Lb.acidophilus, Lb.casei, Lb.rhamnosus i sojevi iz roda Bifidobacterium, koji 
preživljavaju nepovoljne uslove u intenstinalnom traktu (Fijan, 2014), doprinose regulaciji 
mikrobiote navedene sredine. Kompeticija sa hranljivim  sastojcima i verovatno, produkcija 
antimikrobnih supstanci, dovodi do porasta poželjnih mikroorganizama. Probiotske bakterije unete 
u organizam imaju niz terapeutskih efekata i koriste se: 
1. U prevenciji i terapiji dijareja: akutna dijareja, rota virusi, putnička diareja, profilaksa i terapija 
dijareje izazvane antibiotskom terapijom, Kronova bolest i iritabilni kolon (Hempel et al., 2012; 
McFarland 2007). Probiotske bakterije unete u obliku kiselo-mlečnih proizvoda kolonizuju 
intestinalni trakt i deluju kao prirodna barijera za infektivne bakterije. Uzročnici dijareje su 




mikroorganizmi koji se najčešće koriste protiv ovih patogena su: Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus 
GG, Saccharomyces boulardi i B. bifidum (McFarland, 2007). Takođe, dokazano je da soj B. lactis 
BB 12,  Lb. rhamnosus, Lb. casei i Lb. reuteri, mogu pozitivno delovati u prevenciji i tretmanu 
dijareja izazvanih terapijom antibioticima (Servin, 2004). Infektivne dijareje su jedan od 
najznačajnijih svetskih problema u zdravstvu, a objašnjenje antimikrobne aktivnosti probiotika 
može biti produkcija mlečne i sirćetne kiseline, što dovodi do sniženja pH vrednosti i inhibicije 
patogena (Servin, 2004). 
2. U prevenciji i lečenju kandidijaze-peroralno uneti anatibiotici uništavaju korisnu crevnu floru i 
zbog toga se u prevenciji nastanka oralne ili intestinalne kandidijaze konzumiraju probiotici 
istovremeno ili posle antibiotika. Određeni sojevi laktobacila efikasni su u sprečavanju dijareje 
povezane sa antibioticima (Johnston et al., 2011; Hempel et al., 2012). 
3. Hipoholesterolemijski efekat bakterije koje ulaze u sastav starter kultura u toku fermentacije u 
mleku stvaraju specifične metabolite koji su sposobni da inhibiraju sintezu holesterola u organizmu 
(Ruiz, 2013). Neki sojevi Lb. acidophilus i neke vrste roda Bifidobacterium mogu sniziti nivo 
holesterola.  
4. Antikancerogenu aktivnost- probiotski soj Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), zajedno sa drugim 
probioticima, dokazano leči opstipaciju (Chmielewska i Szajewska 2010) i upalnu bolest creva 
(Behnsen, et al., 2013). Ovaj soj takođe može da ublaži gastrointestinalni poremećaj, ulcerozni 
kolitis, Crohnovu bolest (Xia et al., 2013), čak i rak debelog creva (Behnsen et al., 2013). Takođe, 
kod bolesti creva i umerenih simptoma ulceroznog kolitisa, koristi se probiotik Saccharomyces 
boulardii (Guslandi et al., 2000, 2003), kao i kod infekcija pseudomembranoznog kolitisa izazvana 
Clostridium difficile zajedno sa standardnim antibioticima (Fitzpatrick, 2013). 
5. Poboljšanje digestije laktoze probiotske bakterije liziraju u crevima, produkuju enzime za 
razgradnju laktoze. Najbolji rezultati su dobijeni kod mlečnih proizvodia sa Lb. delbrueckii ssp. 
bulgaricus i Streptococus thermophilus, dok Lb. rhamnosus ne fermentiše laktozu (Ouwehand et al., 
2002). 
6. Inhibicija Helicobacter pylori izazivača gastritisa, čira i kancera. Ova inhibicija se zasniva na 
smanjenju aktivnosti enzima ureaze neophodnog za održavanje u kiseloj sredini, kao što je želudac 
(Obradović et al., 2004). Bacillus subtilis kao probiotik predložen je u lečenju dijareje i 
iskorenjivanja Helicobacter pylori kod ljudi (Tompkins et al., 2010).  
Buduća istraživanja probiotskih bakterija trebalo bi da ustanove mehanizme delovanja na definisane 
zdravstvene efekte kroz kliničke studije. Takođe, trebalo bi ispitati uticaj određenih prehrambenih 
proizvoda sa dodatkom probiotskih bakterija na zdravstvene efekte domaćina.  
 
2.10.2. Funkcionalna hrana sa probioticima 
 
Poslednjih godina, proizvodnja funkcionalne hrane predstavlja veliki izazov za prehrambenu 
industriju. Problemi nepravilne ishrane imaju negativne posledice na ljudsko zdravlje (epidemija 
dijabetesa, gojaznosti, problema sa krvnim pritiskom, bolesti srca i krvnih sudova, raznih tumora, 
itd). Upravo to su razlozi da se problemom ishrane bavi veliki broj istraživača, a prehrambena 
industrija, iz istih razloga, usmerava na proizvodnju različite funkcionalne hrane. Pojam 
funkcionalne hrane, koja po definiciji predstavlja hranu koja pored svog osnovnog, nutritivnog 
sadržaja, može biti obogaćena dodatnim komponentama, kao što su probiotici. Proizvodnja različite 
funkcionalne hrane sa probiotskim bakterijama, koja ostvaruje mnogobrojne pozitivne efekte na 
ljudsko zdravlje, u poslednje vreme naročito dobija na značaju.  
Dodatakom probiotika u mlečne proizvode, poput sira, sladoleda, mlečnih poslastica i jogurta, kao i 
u proizvode, poput sokova, žitarica i čokolade, dobijaju se proizvodi poznati kao „funkcionalna 
hrana“, hrana sa brojnim zdravstvenim prednostima. Poslednjih godina, beleži se porast prodaje 





2.10.3. Primena probiotskih bakterija u proizvodima od mleka 
 
Prema najnovijim istraživanjima, tržište probiotskih proizvoda predstavlja najinteresantnije tržište. 
Postoje pretpostavke da će broj probiotskih proizvoda rasti 6,8% godišnje, tokom narednih 5 godina 
(http://www.nutraingredients.com).  
Jogurt, jedan od najstarijih fermentisanih proizvoda od mleka, u poslednjih 20-tak godina, 
predstavlja najčešće korišćenu namirnicu za primenu probiotika kao što su Lb. acidophilus i B. 
bifidum, koje utiču na poboljšanje nutritivnih i fizioloških osobina jogurta (Lourens-Hattingh i 
Viljoen, 2001). 
Pored jogurta, sirevi kao mlečni proizvodi, takođe zauzimaju bitno mesto u proizvodnji hrane sa 
dodatkom probiotskih bakterija. Kada su sirevi u pitanju, probiotici pokazuju aktivan metabolizam, 
čija stabilnost zavisi od fizičkih svojstava osnovnog proizvoda i osobina probiotskog soja. Čini se 
da mikroinkapsulacija nudi dobru tehnološku alternativu za upotrebu u sirarskoj industriji 
(Borgogna et al., 2010). Pored matrice, na održivost probiotika i rok trajanja, procesni faktori 
značajno utiču na održivost probiotika u siru kao i vrsta i koncentracija inokulisanog probiotika. 
Takođe, dodatak arome, moguće prisustvo bakteriocina ili drugih antimikrobnih sredstava, pH, 
redoks potencijal, temperatura inkubacije i skladištenja, so i aktivnost vode utiču na sposobnost 
preživljavanja određenog probiotskog soja (Castro, et al., 2015). 
Sir Mocarela je istaknuti član sireva parenog testa, poreklom iz Italije, napravljen hemijskim ili 
biološkim zakišeljavanjem upotrebom komercijalnih starter kultura, kao što je Streptococcus 
thermophilus (Minervini et al., 2012). Mocarela se odlikuje izuzetnom rastegljivošću i topivošću, 
koja nastaje kao rezultat tehnološkog postupka proizvodnje ove vrste sira.  Mukhtar i sar. su 2020-e 
otkrili da je najefikasniji soj za proizvodnju probiotskog sira Mocarela, Lb. acidophilus, koji 
pozitivno utiče na senzorne osobine. Sir sa probiotikom u poređenju sa sirom bez dodavanja 
probiotika, ima bolje senzorne karakteristike i duži rok trajanja, što ga čini dobrim sistemom za 
iskorišćavanje probiotika. 
Neki sojevi BMK i bifidobakterija proizvode CLA (konjugovanu linolnu kiselinu) u mlečnim 
proizvodima (Sosa-Castaneda et al., 2015; Yang et al., 2015), kao što je slučaj sa L lactis LMG, Lb. 
rhamnosus C14, Lb. plantarum-2, B. animalis BB12, B. bifidum CRL1399, Lb. casei CRL431 i  Lb. 
acidophilus Lac1 (Florence et al., 2009; Van Nieuvenhove et al., 2007a).  
Mohan i sar. (2013) su kao probiotsku kulturu u Čedar siru, koristili L. lactis CI4b, koja utiče na 
poboljšanje nivoa ukupne CLA u siru. 
Mnoge vrste sireva proizvedene su sa probiotskim bakterijama, kao što su sir Kotidž (Suarez-Solis 
et al., 2002), Čedar (Gardiner et al., 1998), Minas sir (Buriti et al., 2005), Gauda sir (Gomes et al., 
1995), sveži sirevi od UF obranog mleka (Roy et al., 1997). 
U našoj zemlji ima literaturnih podataka o sirevima sa probioticima, ali je proizvodnja ovakvih 
sireva zanemarljiva. Tucović i sar.
 
su 2004. godine proizveli edamski sir prema standardnoj 
tehnologiji, direktnom inokulacijom probiotskih kultura B. lactis BB–12 i L. acidophilus, La–5 u 
količini ~10
10
cfu/ml. Isti autori su ustanovili da je u toku prvih 120 dana zrenja, pri čemu su pratili 
promene u toku 180 dana, stepen preživljavanja ≥ 6 log cfu/g, čime su u velikoj meri ispunjeni 
kriterijumi o minimalnoj koncentraciji probiotika.  Radulović i sar. (2017)  su ispitivali kvalitet 
kozjeg mekog sira sa dodatkom komercijalnih i autohtonih potencijalnih probiotika u slobodnom i 
sprej sušenom obliku i pokazali da je vijabilnost sojeva bila ~10
10
cfu/ml, a senzorna ocena bila veća 
od ocene kontrolnih varijanti sireva. Komercijalni i autohtoni probiotici primenjeni u proizvodnji 
sireva od UF mleka, takođe su pokazali veoma visoku vijabilnost (~10
9
cfu/ml) tokom 56 dana 






3. NAUČNI CILJ ISTRAŽIVANJA 
 
 
Izučavanje mikroflore tartufa, sadržaja aromatičnih materija, pronalaženje načina očuvanja arome i 
primena tartufa u prehrambenoj industriji predstavlja veliki izazov poslednjih godina. Kako se 
tartufi sakupljaju sezonski, problem skladištenja i adekvatnog čuvanja, odnosno zadržavanje 
senzornih osobina tartufa, veoma je zahtevan zadatak. Promene sastava aromatičnih materija tokom 
skladištenja tartufa određuju njegov kvalitet i trajnost. U tu svrhu, potrebno je očuvati aromatična 
jedinjenja koja utiču na kvalitet tartufa, a samim tim i proizvoda dobijenih sa dodatkom tartufa. 
Međutim, kako problem očuvanja prirodne arome tartufa još uvek nije rešen, komercijalna 
proizvodnja hrane sa tartufima se bazira na dodavanju veštačkih aroma. Kada je u pitanju dobijanje 
sireva sa tartufima, važan uticaj na aromu sira ima i starter kultura, tako da sastav i interakcije 
aromatičnih materija nastalih pod dejstvom startera i dodatih tartufa mogu doprineti formiranju 
specifičnih senzornih karakteristika sira. 
 
Stoga, cilj ovog rada je pronalaženje načina za očuvanje prirodne arome tartufa, njegove 
inkorporacije u proizvodnju sira, što omogućava proizvodnju sira sa tartufima tokom cele godine, 
bez dodatka veštačkih aroma. 
 
Zbog svega toga, postavljeni su sledeći ciljevi istraživanja: 
 
 Izolacija, biohemijska i molekularna identifikacija izolata mikroorganizama iz tartufa 
  
 Ispitivanje uticaja različitih režima zamrzavanja (-20°C i -80°C sa i bez prethodnog 
zamrzavanja u tečnom azotu) i liofilizacije tartufa, na sastav aromatičnih materija  
 
 Ispitivanje uticaja različitih načina dekontaminacije svežih i zamrznutih tartufa, za 
bezbednu primenu u proizvodnji sira, i na sastav aromatičnih materija  
 
 Primena svežih i zamrznutih tartufa u proizvodnji sira, sa dodatkom autohtonog 
potencijalnog probiotika Lactobacillus plantarum 564 i utvrđivanje hemijskih, 
mikrobioloških i senzornih svojstava dobijenog proizvoda 
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4. MATERIJAL I METODE  
 
U istraživanju su korišćena sporonosna tela letnjeg crnog tartufa (Tuber  aestivum), koji  potiču iz 
Bojčinske šume (Srem) i sakupljana su u letnjem periodu 2016-2019. godine. Tartufe je pronalazio 
obučeni pas Bak, rase Lagotto Romagnolo, vlasnika Radulović Veselina, sa brojem dozvole za 












Slika 11. Tuber aestivum 
 
4.1. MIKOLOŠKA IDENTIFIKACIJA TARTUFA 
 
Mikološka identifikacija  tartufa koji su korišćeni u eksperimentalnom delu izvršena je po ključu  
Fascinated by Fungi, Pat O'Reilly (2016)  i British Mycological Society's GB Checklist of 
Fungi and (for basidiomycetes) on Kew's Checklist of the British & Irish BasidiomycotaCB 
Checkist of Fungi i Checkist of the British i Irish Basidiomycota (2005).  
 
4.2. MEDIJUMI ZA IZOLACIJU MIKROORGANIZAMA  
 
Primenom selektivnih podloga izvršena je izolacija različitih mikroorganizama sa površine i iz 
unutrašnjosti askokarpa tartufa. Zatim je izvršena selekcija na osnovu makroskopskih i 
mikroskopskih sličnosti i razlika. Za izolaciju i kultivisanje mikroorganizama, korišćene su 
podloge: 
1. TSA (Torlak,), za bakterije, 
2. Cetrimide (CN) agar (Biolab, United Kingdom), za izolaciju Pseudomonas    
  3.  Fjodorov agar (Anderson, 1958), za izolaciju azotobakterija  
4. М17 агар (Biolab, United Kingdom), za izolaciju laktokoka 
5. MRS агар (Merck, ,Germany), za izolaciju laktobacila   
6. Skrobno-amonijačni  agar/1000ml: Skrob-10g, amonijum sulfat-1g, MgSO4 ×7H2O, 1g NaCl 
      1g, KNO3 1g, CaCO3 3g, agar 20g, za izolaciju aktinomiceta 
7.   Roze Bengal, DRBC agar, (LAB217, United Kingdom), za izolaciju filamentoznih  gljiva 
8.  Sladni agar, (Torlak),  
9.  Fiziološki rastvor (8,6 g NaCl u 1000ml destilovane vode) 












4.3. IZOLACIJA BAKTERIJA, FILAMENTOZNIH GLJIVA I KVASACA 
 
Uzorci plodonosnih tela tartufa su dostavljeni u laboratoriju gde su korišćeni za izolaciju 
mikroorganizama. Izolacija bakterija vršena je sa površine i iz unutrašnjosti askokarpa, a gljiva i 
aktinomiceta samo sa površine. Prilikom izolacije mikroorganizama sa površine i iz unutrašnjosti 
askokapa, tartufi su oprani, a potom je iz unutrašnjosti askokarpa odstranjen površinski sloj 
askokarpa u sterilnim uslovima. Zatim su svi uzorci potopljeni u sterilan fiziološki rastvor, mešani 
na Vortex aparatu (Scientific Industries, SAD) u trajanju od 1 minut i metodom razređenja 
izolovani mikroorganizmi zasejavanjem na gore navedene selektivne podloge. Inkubacija je 
izvršena na optimalnim temperaturama za rast navedenih grupa mikroorganizama (za bakterije i 
kvasce 24 h, na 30
°
C, a za gljive i aktinomicete na 25
°
C, 120 h), dok je za gajenje laktobacila, 
primenjen Gas Pak sistem, za gajenje u anaerobnim uslovima.  
Pojedinačne kolonije bakterija izrasle na selektivnim podlogama, presejane su na iste selektivne 





Kod izolata gljiva praćena je brzina rasta, boja kolonije, promena boje podloge, konzistencija 
površine (rastrešena ili kompaktna), miris, karakteristike eksudata, osobine utonulih hifa (imaju li 
pregradice ili ne), stadijum u kome se formiraju plodonosni organi, osobine i raspored zrelih 
plodonosnih organa, boja veličina i oblik plodonosnih organa, struktura plodonosnih organa 
(raspored spora u njima) i potpuni opis spora.  
Pojedinačne kolonije izraslih gljiva i kvasaca na selektivnim podlogama, presejane su na iste, 




4.4. PRELIMINARNA KARAKTERIZACIJA DOBIJENIH  BAKTERIJSKIH IZOLATA 
 
Preliminarna karakterizacija bakterijskih izolata izabranih iz svih uzoraka tartufa, vršena je najpre 
makroskopskim (boja kolonija, oblik), a onda mikroskopskim pregledom, bojenjem po Gramu, 
ispitivanjem preživljavanja na 80
°
C (prisustvo endospora), testom za oksidazu i katalaza testom 
(Knežević et al., 1999). 
 
4.4.1. Katalaza test 
 
Prisustvo enzima katalaze kod bakterijskih izolata vršeno je nanošenjem 3%-nog rasvora H2O2 na 
pločicu sa izraslom bakterijskom kolonijom. Kod katalaza pozitivnih izolata dolazi do izdvajanja 
CO2 (pojave mehurića). 
 
4.4.2. Oksidaza test 
 
Prisustvo citohrom oksidaze kod izabranih bakterijskih izolata, ispitivano je nanošenjem bakterijske 
kulture sa čvrstog medijuma na oksidaza trake. Prisustvo citohrom oksidaze potvrđuje se pojavom 
plavo bojene reakcije nakon 10 sekundi. 
 
4.4.3. Ispitivanje rasta bakterijskih izolata na medijumu sa malom količinom azota 
 
Za vrste roda Azotobacter, ispitivana je sposobnost rasta u uslovima sa malom količinom dostupnog 
azota, gajenjem bakterijskih izolata na Fjodorovom medijumu koji sadrži malu količinu 
(NH4)2MoO4 kao jedini izvor azota. 
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Petrijeve šolje sa Fjodorovim medijumom inokulisane su bakterijskom kulturom, (nanošenjem 





4.4.4. Ispitivanje rasta izolata aktinomiceta 
  
Rast izolata aktinomiceta, praćen je na Petrijevim kutijama sa čvrstom podlogom skrobno 
amonijačnog agara. Petri kutije inokulisane bakterijskim kulturama aktinomiceta, inkubirane su 




4.5. ODREĐIVANJE BIOHEMIJSKIH OSOBINA IZOLOVANIH BAKTERIJA I  
KVASACA - API TEST 
 
U zavisnosti od grupe bakterija koja se ispituje, korišćeni su različiti API sistemi (API CH50 za 
bacile, API 20C AUX za kvasce, API 20 NE za Pseudomonas) vrste. 
Na Petri kutiji sa odgovarajućom selektivnom podlogom, inkubirane su u toku 24 časa  ispitivane 
kulture mikroorganizama. Posle inkubacije na optimalnim temperaturama, izrasle kolonije su 
sterilnom ezom prenete u 10 ml odgovarajućeg API medijuma odakle su mikropipetom zasejane u 
kupole API sistema. Zasejani stripovi, spakovani u plastičnim kutijama, inkubirani su na 
odgovarajućim temperaturama i očitani su nakon određenog vremena (24 časa za laktokoke, 24-48 
časa za laktobacile i bacile, 72 časa za kvasce). Za očitavanje rezultata  koristi se program API Lab 
plus softver. 
 
4.6. IDENTIFIKACIJA  BAKTERIJA I  KVASACA MOLEKULARNIM METODAMA 
 
4.6.1. Izolacija totalne DNK iz bakterijskih izolata 
 
Sa površine i iz plodonosnog tela askokarpa tartufa izolovano je 35 bakterijska izolata (26 sa 
površine i 9 iz unutrašnjosti askokarpa). Izolati su prečišćeni i čuvani na -80°C u odgovarajućem 
bujonu sa 20% glicerolu. Bakterijski izolati su zasejani na hranljivi agar (Torlak, Srbija) i inkubirani 
na 30°C tokom 48h. Kulture su gajene u hranljivom bujonu (10 mL) na temeperaturi 30°C do 
postizanja logaritamske faze rasta koja je utvrđena spektrofotometrijski (Shimadzu,Japan), kada je 
na talasnoj dužini od 600 nm postignuta apsorbanca od 0,6-0,8. Taloženje ćelija je rađeno na 
5000×g (Eppendorf, Nemačka) tokom 10 minuta čime je dobijen talog ćelija, koji je opran u 500 µL 
TEN pufera (50 mM  Tris-HCl pH 8; 10mM EDTA pH 8; 50mM NaCl). Ispiranje je ponovljeno 
dva puta. Talog ćelija je resuspendovan u 500 µL PP pufera (0,5 M saharoze; 40 mM amonijum-
acetata; 10 mM  magnezijum-acetata; pH 7) sa dodatkom lizozoma (Merck, Nemačka) u 
koncentraciji 4 mg/mL. Inkubacija ćelija vršena je na 37°C tokom 30 minuta. Nakon inkubacije 
dodato je 250 µL 2% natrijum dodecil-sulfata (SDS) i suspenzija je intenzivno  homogenizovana na 
vorteksu u trajanju od jednog minuta. Za odstranjivanje proteina dodato je 250 µL neutralnog fenol-
hloroforma. Rastvor je intenzivno homogenizovan na vorteksu u trajanju od 30 sekundi, a zatim 
centrifugiran na 13000×g  tokom 2 minuta (Eppendorf,  Nemačka). Proces fenolne ekstrakcije je za 
neke izolate ponavljan sve dok nije dobijen potpuno čist, bistar supernatant, bez nečistoća. 
Supernatantu je dodata 1/10 volumena 3M Na-acetata i 1 volumen izopropanola. Nakon laganog 
mešanja, smeša je inkubirana na sobnoj temperature tokom 5 minuta. Centrifugiranjem na 13000×g 
(Eppendorf, Nemačka) tokom dva minuta istaložena je ukupna DNK. Ispiranje taloga izvršeno je 
hladnim etanolom (75%), a nakon centrifugiranja na 13000 ×g  (Eppendorf, Nemačka) u trajanju od 
2 minuta, talog je osušen na sobnoj temperaturi i resuspendovan u 50 µL RNKaze (10mg/mL). 









4.6.2. Umnožavanje DNK fragmenata – PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
U cilju molekularne identifikacije bakterijskih izolata, sledeći korak nakon izolacije DNK bio je 
umonožavanje specifičnih delovi 16S rDNK korišćenjem specifičnih prajmera. Umnožavanje 
varijabilnog regiona gena za 16S rRNK izvršeno je primenom specifičnih 16S prajmera: P116S (5’-
GAGAGTTTGATCCTGGC-3’) i P2 16S (5’-AGGAGGTGATCCAGCCG-3’) (Jovčić et al., 
2009). Smeša za PCR reakciju pripremljena od reakcionog pufera (1x) sa 1,5 mL MgCl2 (Kapa 
Biosystems Inc., Boston, USA), smeše dNTP (svaki po 200 µM), prajmera (svaki po 2,5 μM), 
enzima DNK polimeraza, 1U  (Kapa Biosystems Inc., Boston, USA) i DNK prethodno izolovanog 
iz bakterije u količini 0,1-1 μg. Dopunjavanje do radne zapremine od 50 μL vršeno je vodom bez 
RNKaze (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf).  
PCR reakcija izvršena je prema sledećem programu: inicijalna denaturacija na 94°C u trajanju od 
pet minuta, zatim je izvedeno 30 ciklusa umnožavanja DNK fragmenata: denaturacija 30 sekundi na 
94°C; vezivanje prajmera 30 sekundi na 55°C; polimerizacija lanaca, 60 sekundi na svakih 1000 
baznih parova umnožene DNK na 72°C; finalna elongacija, sedam minuta na 72°C (Marshall et al., 
2003). 
 
4.6.3. Elektroforeza  
 
Primenom kita za prečišćavanje PCR produkata (QIAquick PCR Purification KIT/250,QIAGEN 
GmbH, Nemačka) svi PCR produkti su prečišćeni, a zatim provereni na agaroznom gelu. Za 
proveru rezultata PCR reakcije korišćena je horizontalna gel elektroforeza. Za pripremu gela 
korišćena je agaroza (1%), a bojenje gelova izvršeno je etidijum-bromidom. Agarozni gelovi su 
napravljeni otapanjem agaroze i 1xTAE pufera (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA), uz dodatak 
etidijum-bromida (0,5 µg/mL). Kao pufer za elektroforezu korišćen je TAE (1×). Proces 
elektroforeze je vršen pri konstantnom naponu od 1-10 V/cm. Veličine PCR produkata utvrđene su 
poređenjem sa dužinama pređenog puta DNK fragmenata poznate veličine (standard, Gene Ruler 
DNA Ladder Mix, ThermoScientific). Za posmatranje i fotografisanje gela korišćen je UV 




Sekvenciranje uzoraka izvršeno je u centru za sekvenciranje Microgen sequencing service u 
Holandiji. Analiza sekvenci urađena je u BLAST programu, korišćenjem NCBI baze podataka 
(Altschul et al., 1997) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 
 
4.6.5. Izolacija totalne DNK iz kvasaca 
 
Sa površine i iz plodonosnog tela askokarpa tartufa izolovano je 4 izolata kvasaca (2 sa površine i 2 
iz unutrašnjosti askokarpa). Izolati su prečišćeni i čuvani na -80°C u odgovarajućem bujonu sa 20% 
glicerola. Izolati kvasaca su zasejani na sladni agar (Torlak, Srbija) i inkubirani na 25°C tokom 48 
h. Kulture su gajene u sladnom bujonu (10 mL) na temeperaturi 25°C do postizanja logaritamske 
faze rasta koja je utvrđena spektrofotometrijski (Shimadzu, Japan), kada je na talasnoj dužini od 
600 nm postignuta apsorbanca od 0,6-0,8.  
Dalja priprema kvasaca za izolaciju totalne DNK je bila ista kao kod bakterijskih kultura, opisane u 
odeljku 4.6.1. 
Za izolaciju totalne DNK iz kvasaca, korišćen je komercijalni kit (DNA Isolation Kit for Cells and 
Tissues, Merck,  Nemačka), po uputstvu proizvođača.  
 
 




4.6.6. Umnožavanje DNK fragmenata – PCR  
 
Priprema reakcione smeše za PCR reakciju, kao i polimerazna lančana reakcija su izvedeni 
primenom istog postupka i programa kao kod bakterija (Odeljak 4.6.2.). 
Za identifikaciju izolata kvasaca korišćeni su prajmeri za umnožavanje specifičnih delova gena za 
18s rRNK korišćenjem specifičnih prajmera NS1 ( 5’- GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’) i NS2 
(5’- GGCTGCTGGCACCAGACTTGC-3’)  (White et al., 1990).  
 
4.6.7. Elektroforeza sekvenciranje 
 
PCR produkti su prečišćeni primenom komercijalnog kita za prečišćavanje (QIAquick PCR 
Purification KIT/250, QIAGEN GmbH, Nemačka), nakon čega su provereni na agaroznom gelu, 





Nakon provere PCR fragmenata na agaroznom gelu, uzorci sa pozitivnim signalom su poslati na 
sekvenciranje u centar za sekvenciranje Microgen sequencing service, Holandija. Analiza sekvenci 
urađena je u BLAST program, korišćenjem NCBI baze podataka (Altschul et al., 1997) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 
 
4.7. ZAMRZAVANJE TARTUFA 
 
U cilju praćenja promena isparljivih jedinjenja, svežeg tartufa i tartufa koji su podvrgnuti različitim 
režimima zamrzavanja, promene su ispitivane posle zamrzavanja i nakon 30, 60 i 90 dana čuvanja. 
Režimi zamrzavanja su bili sledeći: 
 - Zamrzavanje na -20
°
C (Deep Freezer Samsung, Germany) 
 - Zamrzavanje na -80
°
C (Thermoscientfic, HERA freeze, Germany) 
 - Tretman sa tečnim azotom (- 196
°
C), a zatim na -20
°
C (Deep Freezer Samsung, Germany) 
 - Tretman sa tečnim azotom (- 196°C), a zatim na -80
°
C (Thermoscientfic, HERA freeze,  
Germany) 
 - Liofilizacija: smrzavanje 24 h na -80
°
C (Thermoscientfic, HERA freeze, Germany), a zatim 
liofilizacija 24 h na T -55
°
C i pritisak 0,05 mbar (MartinChrist Alpha 1-4 LSCplus, Germany). 
 
4.8. TRETMANI  ZA DEKONTAMINACIJU TARTUFA  
 
U cilju dobijanja sireva sa dodatkom tartufa, kao zdravstveno bezbednog proizvoda, tartufi su pre 
proizvodnje sira podvrgnuti različitim tretmanima:  
-Sterilizacija u autoklavu na 120
°
C i pritisku od 1,1 atmosfere 10 min. (ASTELL, Astell 
Scientific19, United Kingdom), u daljem tekstu će se koristiti termin autoklavirani. 
-Potapanje u 70% alkoholu, pa flambiranje na plameniku do sagorevanja alkohola, u daljem tekstu 
će se koristiti termin flambirani. 
 




                                                              Slika 12. Flambiranje tartufa 
 
4.9. ODREĐIVANJE AROMATIČNIH JEDINJENJA U TARTUFIMA 
 
U cilju pronalaženja najboljeg načina očuvanja arome tartufa, u uzorcima koji su podvrgnuti 
različitim režimima zamrzavanja, ispitivan je sastav aromatičnih materija tokom tri meseca čuvanja. 
U istom cilju, ispitivana je promena sastava aromatičnih isparljivih materija posle različitih 
tretmana tartufa pre primene u proizvodnji sireva. 
 
4.9.1. Statička headspace GC/MS analiza  
 
Statička HS GC/MS analiza urađena je na Agilent 7890A gasno-hromatografskom sistemu sa 
autosemplerom GC80, gasnim hromatografom 7890 A i masenim detektorom 5975C MSD (Agilent 
Scientific, Santa Clara). Parametri za HS analizu na autosempleru su bili sledeći: vreme inkubacije 
bilo je 1200 s, temperatura uzorka 100°C, a temperatura šprica je bila 110°C. Za kvalitativnu i 
semikvantitativnu analizu isparljivih komponenti korišćen je pomenuti gasni hromatograf direktno 
povezan na dva detektora: plameno-jonizacioni (FID) (Agilent Scientific, Santa Clara) i maseno-
spektrometrijki detektor (MSD) (Agilent Scientific, Santa Clara.) Kapilarna polarna kolona HP-
Innowax (Agilent Scientific, Santa Clara) (dimenzije 30 m × 0,320 mm i debljine filma 0,25 m) 
korišćena je pri svim analizama. Protok nosećeg gasa (helijum) je bio konstantan (protok helijuma 
na 3 ml/min). Temperatura injektora je bila 220C, a plameno-jonizacionog detektora 300C. 
Temperatura kolone je programirana 35C u trajanju od 5 min., zatim raste brzinom od 3C/min do 
65 C i 10C/min do 225C, na kojoj ostaje 4 min. Injektovanje je vršeno u split režimu 3:1, a 
injektovana zapremina je bila 2000 L uzorka. Maseni spektri su snimljeni tehnikom elektronske 
jonizacije (EI) energijom od 70 eV. Temperatura jonskog izvora je bila 230C, dok je maseni 
analizator (kvadrupol) konstantno grejan na 150C (Nikolić et al., 2018; Nikolić et al., 2019).
 Hemijski sastav lako isparljivih komponenti izražen je kao relativni maseni procenat 
površina njihovih pikova dobijenih iz FID hromatograma. Identifikacija svih jedinjenja je određena 
poređenjem masenih spektara jedinjenja sa spektrima iz NIST (verzija 11) i poređenjem retencionih 
indeksa jedinjenja sa retencionim indeksima iz NIST webbook biblioteka. Retencioni indeksi (RI) 
analiziranih jedinjenja dobijeni na osnovu retencionih indeksa n-alkana (C6-C26 pod istim 












4.10. ODREĐIVANJE MIKROBIOLOŠKOG STATUSA TRETIRANIH TARTUFA 
 
Za određivanje mikrobiološkog statusa tretiranih tartufa za proizvodnju sireva (autoklavirani, 
flambirani), kao i sireva, primenjene su ISO metode i to: 
-za određivanje ukupnog broja aerobnih mikroorganizama na 30°C, primenjena je horizontalna 
metoda SRPS EN ISO 4833-1:2014; 
-za određivanje broja enterobakterija primenjena je horizontalna metoda za otkrivanje i određivanje 
broja Enterobacteriaceae SRPS ISO 21528-2:2009; 
- za određivanje broja sulfitoredukujućih bakterija koje rastu u anaerobnim uslovima, korišćena je 
horizontalna metoda SRPS ISO 15213:2011. 
 
4.11. PROIZVODNJA  I ANALIZA SIREVA 
 
4.11.1. Proizvodnja sireva 
 
Proizvodnja sireva je obavljena u tehnološkoj laboratoriji odnosno pogonu za preradu mleka na 
Odelenju za tehnologiju mleka, Katedra za tehnologiju animalnih proizvoda, Poljoprivrednog 
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Mleko korišćeno za proizvodnju sireva je dopremano sa farme 
”13. maj” Zemun, a proizvodnja je vršena u dva ponavljanja.  
 
Proizvedene su sledeće varijante sireva: 
1. Kontrolni sir proizveden bez tartufa (K) 
2. Sir sa svežim autoklaviranim tartufima  (SV) 
3. Sir sa smrznutim autoklaviranim tartufima (SM) 
4. Sir proizveden sa svežim flambiranim tartufima (SVF) 
5. Sir proizveden sa smrznutim flambiranim tartufima (SMF) 
6. Sir sa smrznutim, autoklaviranim tartufima i veštačkom aromom tartufa (SVA) 
 
 
            
          Slika 13. Pripremljen izrendan tartuf                  Slika 14.  Dodavanje tartufa  u sir 
             
          Slika 15.  Izgled sireva posle presovanja             Slika 16. Izgled preseka sira 




Sirovo mleko (50 litara) je filtrirano, a potom termički tretirano u duplikatoru režimom srednje 
pasterizacije (65°C/30 min). Posle termičkog tretmana vršeno je hlađenje mleka do 35°C, a zatim je 
izvršeno dodavanje kalcijum hlorida (0,2 g/L mleka; 50 ml 20% CaCl2), mezofilne starter kulture 
(Flora Danica, Chr Hansen, Danska) i autohtone potencijalno probiotske kulture Lactobacillus 
plantarum 564 iz kolekcije mikroorganizama Katedre za tehnološku mikrobiologiju, 
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu. Nakon 15 minuta izvršeno je dodavanje sirila u prahu koji 
sadrži 90% himozina i 10% pepsin (1g/50 l mleka; Caglificio Clarici, Italija). Koagulacija je trajala 
45 minuta, a potom je gel sečen na zrna dimenzija 1 cm nakon čega je vršeno blago mešanje u toku 
30 minuta. Posle izdvajanja određene količine surutke (30%) vršeno je njeno odlivanje, a potom 
dodavana određena količina vode temperature oko 50°C prilikom čega je istovremeno vršena 
operacija dogrevanja gruša. Nakon završene obrade gruša i postizanja adekvatne čvrstine sirnih 
zrna, sirna masa je prebacivana u plastične cilindrične kalupe. Prilikom kalupljenja vršeno je 
dodavanje prethodno pripremljenih (u zavisnosti od varijante sira) i usitnjenih tartufa u količini od 
2% u odnosu na masu sira. U varijanti sira sa dodatom veštačkom aromom, osim dodatih tartufa, 
dodato je 0,02% veštačke arome (Meilleur du Chef, ZAC du Golf, Italia). Presovanje je vršeno 1 h, 
nakon čega su sirevi okretani i presovanje nastavljeno još 1,5 h. Nakon toga, sirevi su ostavljani u 
kalupu u toku 8 h, a nakon toga su sečeni na komade (svaki kotur je sečen na četiri dela). Soljenje 
se vršilo potapanjem komada sireva u salamuru koncentracije 20% NaCl pri temperature od 12°C i 
trajalo je 12 h. Nakon završenog soljenja sirevi su ostavljani na sušenje u cilju formiranja kore na 
površini pri temperature 13-14°C. Nakon formiranja adekvatne kore (4-5 dana) sirevi su potapani u 
vosak, a potom stavljani na zrenje pri temperature 6-8°C. Uzorkovanje i mikrobiološko analiziranje 
sireva je vršeno u sledećim vremenskim intervalima: 
• neposredno nakon proizvodnje (1 dan); 
• nakon 10 dana zrenja; 
• nakon 30 dana skladištenja; 
• nakon 60 dana skladištenja; 
• nakon 90 dana skladištenja. 
Hemijski sastav sireva, parametri proteolitičkih promena, kao i elektroforetsko razdvajanje su 
određivani nakon 10 i 90 dana zrenja, dok su sadržaj isparljvih jedinjenja i senzorna svojstva sireva 
analizirani nakon 30, 60 i 90 dana.  
 
4.11.2. Određivanje hemijskog sastava sireva  
 
Za analiziranje sireva tokom zrenja korišćene su sledeće metode: 
 Određivanje sadržaja suve materije metodom sušenja na 102 +/- 2ºC (IDF standard 
4A:1982);  
 Određivanje sadržaja mlečne masti sira butirometrijskom metodom po Van Guliku 
(Carić et al., 2000; IDF standard 5B, 1986); 
 Određivanje sadržaja ukupnog azota po metodi Kjeldahl-a pomoću Kjeltec aparata 
(Tecator 1002, Švedska). Sadržaj proteina se izračunavao množenjem sadržaja ukupnog 
azota sa faktorom 6,38 (IDF standard 20-1, 2002); 
 Određivanje pH vrednosti upotrebom pH-metra (Consort, Belgija); 
 Određivanje sadržaja vode u bezmasnoj materiji sira računskim putem; 











4.11.3. Praćenje proteolize tokom  zrenja sireva 
 
Protelitičke promene su praćene određivanjem u vodi rastvorljivih azotnih materija (RN) metodom 
po Kuchroo i Fox-u (1982) i preračunavanjem koeficijenta zrelosti nakon 90 dana zrenja sireva, a 
karakter proteolize je ispitan poliakrilamidnom elektroforezom u prisustvu uree (Urea PAGE) po 
metodi Andrews–a (1983).   
 
UREA poliakrilamidna elektroforeza 
 
Razdvajanje azotnih materija primenom UREA poliakrilamidne gel elektroforeze u prisustvu uree 
je vršeno nakon 10 i 90 dana zrenja sireva.  
Priprema uzoraka sireva je obuhvatila sledeću proceduru: 0,4g homogenizovanog uzorka sira je 
rastvoreno u 5 ml pufera pH 7,6 (1,875 g Tris i 120 g Uree se rastvara u 250 ml destilovane vode i 
pH vrednost podešava sa HCl), a potom temperirano u vodenom kupatilu na 40ºC u toku 1 h. 
Nakon hlađenja na sobnu temperaturu, sadržaj je filtriran kroz papirnu vatu u ependorfove kivete. 
Nakon toga vršeno je centrifugiranje na 4ºC na 5000 o/min u toku 10 min. sa ciljem izdvajanja sloja 
masti na površini. 100 μl dobijenog supernatanta je pomešano sa 300 μl pufera (pH 7,6) u koji su 
dodati β–merkaptoetanol (Merck, Nemačka) i par zrna boje bromfenolplavo. Na ovaj način 
pripremljeni ekstrakti sireva čuvani su zamrznuti, a neposredno pred elektroforezu je izvršeno 
odmrzavanje i temperiranje uzoraka na sobnu temperaturu. Na gelove je nanošeno po 5 µl 
pripremljenog ekstrakta uzoraka sira.  
Elektroforetska analiza obavljena je na poliakrilamidnim gel pločama dimenzija 100 x 200 x 1 mm.  
Kao gel za koncentrisanje korišćen je 4% gel (4 g akrilamida i 0,2 g bis akrilamida se rastvara u 100 
ml Tris–HCl pufera pH 7,6) i 12% gel za razdvajanje (24 g akrilamida i 1 g bis akrilamida se 
rastvara u 200 ml Tris–HCl pufera pH 8,9). Pufer Tris–HCl pH 7,6 je pripremljen odmeravanjem 
0,75 g Tris–a, 26 g Uree i dopunjavanjem destilovane vode do 100 ml, dok je pufer Tris–HCl pH 
8,9 pripremljen odmeravanjem 4 g Tris–a, 26 g Uree i dopunjavanjem do 100 ml destilovane vode. 
pH vrednost je podešavana sa HCl. Kao elektrodni pufer korišćen je Tris–glicinski pufer (18 g Tris–
a, 87,5 g glicina u 6 l vode). Neposredno pred ulivanje dodati su TEMED (dve kapi) i veoma mala 
količina amonijum persulfata.   
Za razdvajanje je korišćena vertikalna elektroforetska jedinica tipa EV 220 (Consort, Belgija), 
termostatirana sa rashladnim uređajem Multitemp II i povezana sa izvorom napona MacroDrive, 
istog proizvođača.  
Poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu uree izvedena je pod sledećim uslovima: 
I const.= 60 mA / Umax. 300V / t=12ºC, t=~3 h 
Bojenje gelova je vršeno sa 0,23% rastvorom Coomassie Blue R–250, koji je istovremeno sadržao 
3,9% TCA, 6% sirćetne kiseline i 17% metanola, u toku 90 min.  
Odbojavanje gelova je vršeno u rastvoru 18% etanola i 8% sirćetne kiseline, a za čuvanje je 
korišćen rastvor 5% sirćetne kiseline i 5% glicerina. 
 
4.11.4. Mikrobiološki status sireva 
 
Za određivanje mikrobiološkog statusa sireva, primenjene su ISO metode i to: 
 za određivanje broja enterobakterija primenjena je horizontalna metoda za otkrivanje i 
određivanje broja Enterobacteriaceae SRPS ISO 21528-2:2009 
 za određivanje broja sulfitoredukujućih bakterija koje rastu u anaerobnim uslovima, 
korišćena je horizontalna metoda SRPS ISO 15213:2011 
 М17 агар (Lab092, United Kingdom), za izolaciju laktokoka-startera 
 MRS агар (Merck,VM459860 241,Germany), za izolaciju laktobacila–encijalnog 
probiotika.   
 





4.11.5. Aromatične materije sireva 
 
Praćenje promena sastava aromatičnih materija tartufa u sirevima vršeno je tokom perioda zrenja, 
posle 30, 60 i 90 dana.  Primenjena je metoda statički headspace GC/MS analiza, kao i u slučaju 
isparljivih jedinjenja tartufa (opisano u odeljku 4.9.1).  
 
4.11.6. Senzorna analiza sireva  
 
Senzorno ocenjivanje oglednih sireva, vršeno je primenom korigovanog petobalnog bod sistema 
(Radovanović i Popov Raljić, 2001) i opisnom metodom.  
Prilikom ocenjivanja korišćen je bodovni raspon od 1 do 5 sa mogućnošću davanja polubodova 
(0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5) (Slika 12). Obzirom da reprezentativna svojstva nemaju jednak uticaj na 
ukupni kvalitet za svako odabrano svojstvo kvaliteta određen je koeficijent važnosti (KV) pomoću 
kojeg je vršena korekcija (množenjem) date ocene. Ispitivani parametri kvaliteta sa određenim 
koeficijentima važnosti su obuhvatili sledeće: spoljni izgled i izgled preseka – 3, miris – 3 ukus - 8 i 
tekstura – 6. Koeficijenti važnosti su izabrani prema uticaju pojedinih svojstava na ukupan kvalitet, 
a izbalansirani tako da njihov zbir iznosi 20. Sabiranjem pojedinačnih korigovanih ocena dobijen je 
jedinstven kompleksni pokazatelj koji odražava ukupan senzorni kvalitet i koji se izražava kao (% 
od maksimalno mogućeg kvaliteta). Deljenjem ove vrednosti sa zbirom koeficijenata važnosti (20) 
dobijena je ponderisana srednja ocena koja, takođe, izražava sveukupni kvalitet sira. 
         
 
Grupa svojstava 0  0,5  1  1,5  2  2,5  3  3,5  4  4,5  5 
Spoljni Izgled 
(presek,boja)  
                     
Miris                      
Tekstura                      
Ukus                      
NAPOMENA: 




4.12. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA 
 
Jednofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA) primenjena je za obradu rezultata merenja u 
programu Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., Tulsa, SAD), kako bi se ocenili efekti dodavanja tartufa na 
senzorna svojstva sireva proizvedenih bez i sa tartufima. Razlike sredina određivanih parametara 
utvrđene su pomoću Fišerovog LSD-testa, na nivou značajnosti 0,05. 




5. REZULTATI  I  DISKUSIJA 
 
5.1. MIKOLOŠKA  IDENTIFIKACIJA TARTUFA 
 
Primenom ključa za identifikaciju, pomenutog u poglavlju 4. 1., izvršena je identifikacija 
plodonosnih tela tartufa koji su korišćeni u radu. Na osnovu mikroskopskih pregleda i  morfoloških 
osobina,  utvđeno je da tartuf koji je kororišćen u eksperimentu pripada  vrsti Tuber aestivum. 
Plodonosno telo Tuber aestivum je sfernog oblika, najčešće veličine 3 do 6 cm ali može biti i veći. 
Spoljašna površina - peridijum, prekrivena je nepravilnim piramidalnim bradavicama a unutrašnjost 
tartufa - gleb, gde se stvaraju spore, u početku je bele boje a sazrevanjem prelazi u bež  ili sivo 
smeđu boju, sa belim membranama, koje daju specifičan, mramorni izgled (Dennis, 1981). Spore 
Tuber aestivum su jajastog oblika, (18-35µm), kremasto bele ili žućkaste boje. 
Generičko ime Tuber potiče od latinske reči tuber, što znači kvržica ili otok a aestivum potiče od 
latinskog aestivus što znači leto. Tuber aestivum,  ponekad se naziva bordo tartuf, letnji tartuf.  
Tuber aestivum pripada redu Pezizales, razdelu Ascomycota, klasi: Pezizomycetes - red: Pezizales - 
porodica: Tuberaceae.  
 
5.2. IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH IZOLATA TARTUFA  
 
Primenom selektivnih medijuma za izolaciju mikroorganizama sa površine i unutrašnjosti 
askokarpa tartufa, dobijeno je ukupno 35 bakterijska izolata (26 sa površine i 9 iz unutrašnjosti 
askokarpa), morfološki različitih kolonija, crnog tartufa (Tuber aestivum). 
Sa površine askokarpa, dobijena su tri bakterijska izolata na Fjodorovom  medijumu, koji je 
selektivan za Azotobacter. Posle makroskopskog i mikroskopskog pregleda, bojenja po Gramu, 
utvrđeno je da pripadaju rodu Azotobacter. Dalja identifikacija nije rađena. 
  
 
Slika 18. Azotobacter sp. 
 
Za ostale izdvojene izolate, dobijene čiste kulture su bojene po Gramu, a zatim je odabir izvršen 
prema rezultatima mikroskopskog ispitivanja, katalaza i oksidaza testa.  
 
                          
Slika 19. Bacillus licheniformis i Bacillus megaterium 
 
Pomoću API sistema, urađena je identifikacija odabranih izolata bakterija, koji su prikazani u 
Tabeli 4. 
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Rezultati očitavanja API testa za bacile (API CH50) su pokazali da su u najvećem broju prisutne 
vrste iz roda Bacillus 20, zatim po 3 izolata iz rodova Pseudomonas i Aeromonas, po 2 izolata 
Staphylococcus sp. i Brevibacillus brevis, po 1 iz rodova Arthrobacter i Microbacterium. Poredeći 
broj izolata izdvojenih sa površine i unutrašnjosti askokarpa, utvrđeno je da su izolati iz roda 
Bacillus izdvojeni najvećim delom sa površine (17), dok kod broja ostalih izolata nije bilo značajnih 
razlika. Svi izolati roda Bacillus pripadali su sledećim vrstama: Bacillus licheniformis, Bacillus 
subtilis, Bacillus sphaericu, Bacillus firmus, Bacillus mycoides, Bacillus licheniformis, Bacillus 
cereus, Bacillus megaterium, Bacillus pumillus i Bacillus circulans. 
 
Tabela 4. Identifikovani izolati bakterija API- testom 
 
Vrsta 
Izolati sa  
askokarpa 









1. Bacillus licheniformis + - + + - 
2. Bacillus licheniformis + - + + - 
3. Bacillus licheniformis + - + + - 
4 Bacillus subtilis - + + + - 
5 Bacillus subtilis + - + + - 
6 Bacillus subtilis - + + + - 
7. Bacillus sphaericus + - + + - 
8. Bacillus sphaericus + - + + - 
9. Bacillus firmus + - + + - 
10. Bacillus firmus +  + + - 
11. Bacillus mycoides + - + + - 
12. Bacillus mycoides +  + + - 
13. Bacillus pumillus +  + + - 
14. Bacillus pumillus + - + + - 
15. Bacillus cereus +  + + - 
16. Bacillus megaterium +  + + - 
17. Bacillus circulans + - + + - 
18. Bacillus sp. +  + + - 
19. Bacillus sp. + - + + - 
20. Bacillus sp. +  + + - 
21. Pseudomonas sp. - + - + + 
22. Pseudomonas sp. +  - + + 
23. Pseudomonas sp. - + - + + 
24. Aeromonas hidrophila + - - + + 
25. Aeromonas hidrophila - + - + + 
26. Aeromonas salmonicida - + - + + 
27. Staphylococcus sp. + - + + - 
28. Staphylococcus sp. + - + + - 
29. Brevibacillus brevis + - + + - 
30. Brevibacillus brevis - + + + - 
31. Arthrobacter sp. - + + + + 
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                              Slika 20. Bacillus circulans i Bacillus firmus (Strip API 50 CH)     
                                   
Bakterije iz roda Bacillus koje su izolovane sa površine askokarpa, imaju specifične osobine koje 
verovatno u ektomikoriznoj zajednici tartufa imaju svoju funkciju. Tako na primer, Bacillus 
circulans koristi silicijum iz minerala i oslobađa se kalijum, auksini, citokinini, giberelini (Heba et 
al., 2018). Određeni Bacillus licheniformis izolati vrše denitrifikaciju (Pavari, 1916), podukuje 
ekstracelularne enzime i već decenijama se koristi u industrijskoj proizvodnji еnzima (proteaze, α-
аmilaze, penicilinaze, pentozanaze) (Diaz i Cock, 2005). Amilaze Bacillus licheniformis vrše 
hidrolizu skroba (Jones et al., 2005). Bacillus megaterium obavlja proces mineralizacije i 
obezbeđuje biljku sa fosforom, utiče na oslobađanje amonijaka iz belančevina, stvara vitamin B12 i 
neke materije rasta. Imajući u vidu svojstva ovih izolata, može se reći da ovi mikroorganizmi imaju 
višestruku ulogu u mikoriznoj zajednici tartufa. 
 
                              
                        Slika 21. Brevibacillus brevis               Slika 22. Bacillus pumillus                 
 
Odabrani izolati sa selektivne podloge citrimidin, za Pseudomonas sp., koji su na osnovu 
preliminarnih, mikroskopskih ispitivanja i oksidaza testa, pokazali karakteristike ovog roda, 
zasejani su na Petri kutiju sa hranljivim agarom. Posle inkubacije tokom 24 h, zasejani su na API 20 
NE. Očitavanje testa posle 24 h, pokazalo je da među izolatima mikosfere tartufa nalaze Aeromonas 
hidrophila, Aeromonas salmonicida i Pseudomonas sp.                        
 
                            
                  Slika 23.  Aeromonas hydrophila              Slika 24. Aeromonas salmonicida                                    
 
 




5.3. MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA BAKTERIJSKIH IZOLATA 
 
Nakon izolacije bakterija sa površina plodonosnog tela kleistotecija, izvršena je izolacija DNK, a 
zatim i amplifikacija varijabilnog regiona gena za 16S rRNK primenom specifičnih prajmera P1 16S 
i P2 16S. Veličine PCR produkata određene su na osnovu migracije u 1% agaroznom gelu u 
poređenju sa standardom. Na ovaj način je potvrđena očekivana veličina PCR reakcije od 1500 bp 
kod svih bakterijskih izolata (slike 25, 26, 27).  
                
Slika 25.  Elektroforeza  PCR produkata bakterijskih izolata korišćenjem specifičnih prajmera P1 
16S i P2 16S na 1% agaroznom gelu: 1- izolat DP1, 2- izolat DP2, 3- izolat DP3, 4- izolat DP5, 5- 
izolat DP6, 6- izolat DP9, 7- izolat DP10, 8- izolat DP11. 9- izolat DP12, 10- izolat DP13, 11- 
izolat DP14, 12- izolat DP15, 13- izolat DP16, 14- DNK Ladder Mix (ThermoScientific). 
 
 
Slika 26. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih izolata korišćenjem specifičnih prajmera P1 
16S i P2 16S na 1% agaroznom gelu: 1- DNK Ladder Mix (ThermoScientific), 2- izolat DP17, 3- 
izolat DP18, 4- izolat DP19, 5- izolat DP20, 6- izolat DP21, 7- izolat DP22, 8- izolat DP23. 9- 
izolat DP24, 10- izolat DP26, 11- izolat DP27. 
 
        1500 
bp 




Slika 27. Elektroforeza PCR produkata bakterijskih izolata korišćenjem specifičnih prajmera P1 
16S i P2 16S na 1% agaroznom gelu: 1- DNK Ladder Mix (ThermoScientific), 2- izolat DP28, 3- 
izolat DP29, 4- izolat DP30, 5- izolat DP31, 6- izolat DP32. 7- izolat DP33, 8- izolat DP35. 9- 
izolat DP36, 10- izolat DP37.  
 
Produkti PCR reakcije prečišćeni su i sekvencirani u Microgen's sequencing service u Holandiji. 
Korišćenjem NCBI baze podataka iz BLAST platforme utvrđeni su rodovi i/ili vrste kojima 
pripadaju bakterije izolovane sa površina plodonosnog tela kleistotecija. Rezultati su prikazani u 
Prilogu rada u tabelama 3 – 34. 
Od dobijenog broja izolata, analizom sekvence je utvrđeno da najveći broj izolata (19 izolata) 
pripada vrstama roda Bacillus, od kojih je 18 izolovano sa površine i 1 iz unutrašnjosti askokarpa. 
Ostali sojevi se mogu svrstati u 6 rodova: Pseudomonas sp. (4), Staphylococcus sp. (3), 
Brevibacterium sp.  (2), Microbacterium sp. (1), Enterococcus sp. (1) i Arthrobacter sp. (1). 
Rezultati molekularne analize prikazani su u tabeli 5. 
Na osnovu prethodnog istraživanja (Barbieri et al., 2005) pokazano je da najveći broj izolata 
pripadalo klasi α‐ Proteobacteria, porodicama Bradirhizobiaceae i Rhizobiaceae što nije u skladu 
sa našim rezultatima. Ova razlika se može objasniti istraživanjem koje su sproveli Splivallo i sar. 
(2015), gde su opisali promenu biodiverziteta tartufa sa njegovim sazrevanjem, ali i tokom 
skladištenja. Mikrobiota izolovana sa tartufa prvog dana i nakon nekoliko dana skladištenja 
značajno se razlikuju. Autori su pokazali da dominantnu mikrobiotu prvog dana čine 
α‐Proteobacteria i β‐Proteobacteria, dok su ostale bakterije prisutne u manjem broju. Nakon 
nekoliko dana skladištenja uočen je porast broja bakterija iz filuma Firmicutes, dok je broj ostalih 
bakterija smanjen. Filumu Firmicutes pripada i rod Bacillus sp. koji čini dominantnu mikrobiotu u 
našim rezultatima. Tartufi sa kojih su izolovani naši izolati čuvani su nekoliko dana na 4˚C pre 
izolacije bakterija, što može biti dodatni razlog da Bacillus sp. predstavlja dominantnu mikrobiotu.  
U istraživanju Barbieri i sar. (2005), pored roda Bacillus sp. iz filuma Firmicutes izolovane su i 
bakterije iz rodova Staphylococcus sp. i Listeria sp. dok su u ovom radu izolovane bakterije rodova  
Staphylococcus sp. i Enterococcus sp.  
Iz rezultata se može uočiti prisustvo manjeg broja izolata iz klase γ‐Proteobacteria, vrste 
Pseudomonas sp. kao i manjeg broja izolata koji pripadaju razdelu Actinobacteria, vrstama 
Brevibacterium sp., Microbacterium sp. i Arthrobacter sp.  
Prisutna bakterijska populacija se može dovesti u vezu sa produkcijom isparljivih jedinjenja, koja se 
oslobođaju kao rezultat interakcije tartufa i bakterija. Bakterije koje stupaju u interakciju sa 
tartufima mogu aktivirati njihove biosintetske puteve koji su inače potisnuti u čistim micelijskim 




        1500 bp 




Tabela 5. Genetska identifikacija izolata izdvojenih sa površine i iz unutrašnjosti askokarpa 




Najsličniji izolat dostupan u GenBank 
bazi podataka (NCBI pristupni broj 






1. DP2  Bacillus subtilis            95 4. 
2. DP3  Bacillus amyloliquefaciens   97 5. 
3. DP5 Bacillus paramycoides  96 6. 
4. DP6  Bacillus licheniformis   96 7. 
5. DP9  Bacillus albus  95 8. 
6. DP10  Bacillus wiedmannii  96 9. 
7. DP11  Bacillus velezensis  96 10. 
8. DP12  Bacillus cereus  95 11. 
9. DP13 Bacillus wiedmannii  96 12. 
10. DP 15  Bacillus albus  95 14. 
11. DP16 Bacillus sp.  95 15. 
12. DP17  Bacillus licheniformis  ~96 16. 
13. DP 18  Staphylococcus saprophyticus   96 17. 
14. DP 20  Pseudomonas brenneri  92 19. 
15. DP22  Staphylococcus equorum  97 21. 
16. DP 23  Bacillus sp.  96 22. 
17. DP 24  Staphylococcus saprophyticus  84 23. 
18. DP 26 Bacillus sp. 96 24. 
19. DP 27  Microbacterium sp. 97 25. 
20. DP28  Bacillus licheniformis  ~97 26. 
21. DP 29 Bacillus licheniformis   98        27. 
22. DP35  Bacillus methylotrophicus   97 32. 
23. DP36  Bacillus cereus  96 33. 
IZOLATI IZ UNUTRAŠNJOSTI  ASKOKARPA  
1. DP1                           Arthrobacter sp.            97 3. 
2. DP14  Pseudomonas fragi  97 13. 
3. DP 19  Pseudomonas sp.  92 18. 
4. DP 21  Baillus  sp  97 20. 
5. DP 30  Enterococcus durans  97        28. 
6. DP 31   Brevibacterium sp.  96 29. 
7. DP32 Brevibacterium sp.  98 30. 
8. DP 33 Bacillus subtilis   96 31. 
9. DP37 Pseudomonas sp. 88 34. 
 
Derivati tiofena su jedinjenja koja doprinose aromi tartufa međutim, formiranje ovih derivata u 
plodonosnom telu tartufa zavisi od bakterija koje generišu heterociklična jedinjenja koja sadrže 
sumpor iz linearnog prekursora kao što je L-metionin. Najefikasniji “proizvođači” tiofenskih 
derivata su bakterijski sojevi α‐ Proteobacteria, β‐Proteobacteria i γ‐Proteobacteria. Odsustvo ili 
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retka pojava mikroorganizama koji formiraju specifičnu aromu ukazuje na to da bi aromatična 
jedinjenja mogla biti sintetizovana od samog tartufa ili tokom njihove seksualne faze (Splivallo et 
al., 2015). 
 
5.3.1. Identifikacija izolata aktinomiceta 
  
Pojedinačne kolonije izrasle na selektivnoj podlozi (skrobno-amonijačnom agaru) nakon inkubacije 




Kod identifikacije aktinomiceta, posle makroskopskih ispitivanja (boja i oblik kolonija), bojenja po 
Gramu i mikroskopskog pregleda dobijenih izolata, katalaza testa, selektovano je 5 različitih 
izolata, od kojih su 2 pripadala rodu Actinomyces, a tri Streptomyces. Na sintetskoj podlozi daju 
hrapave kolonije, zbog sadržaja pigmenata, različite obojene (crvena, ljubičasta, braon, crna i 
sivkasto-bela ).  
 
 
Slika 28. Azotobacter sp. 
5.3.2. Identifikacija izolata filamentoznih gljiva 
 
Sa selektivnih podloga za izolaciju gljiva izdvojeno je 4 različita izolata i to svi sa površine 
askokarpa, dok u unutrašnjosti askokarpa nije utvrđeno prisustvo filamentoznih gljiva. Odabrani 
izolati filamentoznih gljiva iz mikosfere askokarpa tartufa T. aestivum identifikovana su makro i 
mikroskopski. Identifikovane su filamentozne gljive: Penicillium notatum, Fusarium sp., Rhizophus 
sp. i Trichoderma sp., prikazani u tabeli 6.                   
    
              Tabela 6. Identifikovani izolati filamentoznih gljiva 
Izolati 
      Tuber aestivum 
Sa  askokarpa iz  askokarpa 
1. Penicillium notatum + - 
2. Fusarium sp. + - 
3. Rhizophus sp. + - 
4. Trichoderma sp.   + - 
                     
Penicillium notatum, izolovan iz mikosfere crnih tartufa ima septirane hife, konidiofore razgranate, 
grane cilindrične, metule glatkih zidova, fijalide tanke sa izraženim vratom, ne stvara sklerocije, a 
luči pigment u podlogu. Posle 24 časa, kolonje su bele, a posle 7 dana tamno maslinasto zelene 
boje. Prema priručniku za klasifikaciju gljiva po Robert A. Samson-u i Elen S. Van Rernen-
Hoekstra (1988) utvrđeno je da ova gljiva pripada klasi Askomycetas, redu Moniliales, porodica-
Moniliceae, rod-Penicillium vrsta-Penicillium notatum.  
Prilikom izolacije, na podlozi je bio izražen antagonizam Bacillus subtilis i Penicillium notatum. 
Naime, Bacillus subtilis je sprečavao rast micelijuma Penicillium notatum, a dozvoljavao rast 
micelijuma Tuber aestivum, slika 29. 
 



















Slika 29. Antagonizam  Bacillus subtilis i Penicillium notatum 
 
Fusarium sp. je na čvrstoj hranljivoj podlozi, pokazivao vegetativne hife bele boje, septirane, 
konidiofore razgranate i septirane, konidije srpastog oblika, zelenkaste sa 4-5 septi. Kolonije su 
bele, vataste, a sa donje strane tamno žute boje. Izolat pripada klasi- Hiphomycetes, porodica-
Moniliceae, rod-Fusarium.  
Kod Rhizophus sp. na čvrstoj hranljivoj podlozi, posle dva dana, su se javile neseptirane hife, 
sporangiofore izrasle iz stolona samostalno, ne granaju se, sporanije loptaste, braon boje, a 
sporaniospore braon boje, sferne i nepravilnog oblika.  
Za izolaciju Trichoderma sp. primenjene su selektivne hranljive podloge Rose Bengal agar (RBA) 
(Peper et al., 1995), koja je nakon zasejavanja inkubiran sedam dana na 25°C. Sa RBA su presejane 
na dekstrozni krompirov agar (PDA) (Merck, Nemačka), gde raste i formira rastresite konidije u 
nijansama zelene boje. Izlučuje žuti pigment u PDA agaru. Na osnovu morfologije, identifikovano 
je da izrasle kolonije pripadaju rodu Trichoderma (Samson i Van Rernen-Hoekstra, 1988). 
Sekrecijom različitih litičkih enzima, Trichoderma sp. ograničava rast i aktivnost fitopatogenih 
gljiva. Trichoderma sp. direktno kontroliše gljive – prouzrokovače bolesti. Specifični sojevi gljiva 
iz roda Trichoderma koloniziraju i prodiri u tkiva korena biljaka i izazivaju bolji porast biljaka 
(Harman et al., 2004).  
 
5.3.3. Identifikacija izolata kvasaca 
 
Primenom selektivnih medijuma za izolaciju kvasaca sa površine i unutrašnjosti askokarpa tartufa, 
dobijeno je ukupno 7 izolata, pri čemu su svi izolati bili izdvojeni sa površine askokarpa. Posle 
makroskopskih ispitivanja (boja i oblik kolonija),  mikroskopskog  pregleda i ispitivanjem stvaranja 
lažnih micelija, odabrano je 4 izolata kvasaca, koji su presejani na Petri kutiju sa sladnim agarom i 
posle 24 h inkubacije na 30
°
C, zasejani  na  API 20C AUX test za kvasce. Rezultati očitavanja API 
testa, pokazali su prisustvo sledećih kvasaca: Sacharomyces cerevisiae, Candida guillermondii, 
Cryptococus humicalus i Kloeckera apiculata (tabela 7).   
                     
Tabela 7. Identifikovani izolati kvasaca API 20C AUX-testom 
Izolati 
      Tuber aestivum 
Sa  askokarpa                iz askokarpa                
1. Sacharomyces cerevisiae + - 
2. Candida guillermondii + - 
3. Cryptococus humicalus + - 
4 Kloeckera apiculata + - 




Istraživanja su pokazala da nekoliko mikrobnih agenasa mogu efikasno inhibirati razvoj truleži na 
raznim plodovima voća, primer, primena kvasaca Kloeckera apiculata (Grahovac et al., 2009).  
 
                                                
                                                Slika 30. Candida guilliermondii 
 
Kvasci Kloeckera apiculata i Candida guilliermondii se primenjuju u suzbijanju skladišnih bolesti 
jabuke, breskve i grožđa, kao antagonistički kvasci, sprečavaju truljenje uskladištenog voća 
pojačavanjem enzimskih aktivnosti koje su vezane za otpornost, te se ove osobine sigurno koriste i 
u mikoriznoj zajednici tartufa (McLaughlin, 1992). 
 
5.3.4. Genetska identifikacija kvasaca 
 
Kvasci izolovani sa površine askokarpa, od 7 izolata, 4 su selektovana nakon maskroskopskog 
pregleda. Izolati kvasca, zasnovani na 18s rRNK, identifikovani su kao Cryptococcus humicola, 
Debaromyces hanseinii, Candida fermentti i Rhodotorula mucylaginosa. Prethodne studije otkrile 
su da se mikrobiota kvasca sastoji od pet vrsta, Cryptococcus albidus, Cryptococcus humicola, 
Rhodotorula mucilaginosa, Debariomyces hansenii i Saccharomices paradoxus (Zacchi et al., 
2003). Kvasac Candida saitoana, Debaromices hansenii, Cryptococcus, Rhodotorula i 
Trichosporon takođe su izolovani iz T. melanosporum i T. magnatum (Buzzini et al., 2005). 
Zanimljivo je da su Cryptococcus spp., R. mucylaginosa, D. hansenii i Saccharomyces spp. takođe 
izolovani spp. takođe izolovani iz T. melanosporum, T. magnatum ili T. aestivum i zbog toga mogu 
biti uobičajeni za različite vrste tartufa (Buzzini et al., 2005; Rivera et al., 2010). Buzzini i sar.  
(2005) dokazali su da kvasci izolovani iz plodonosnih tela tartufa, proizvode neka jedinjenja, kao 
što su 2-metil-1-butanоl, 3-меtil-1-butanоl i neka isparljiva sumporna jedinjenja (DMS, DMDS, 
DMTS), dok su  Splivallo i sar.(2015), dokazali da DMS neka ciklična sumporna jedinjenja u 
plodonosnimm telima tartufa, stvaraju bakterije (Splivallo et al., 2015). Dobijeni rezultati pokazuju 
da se mikrobiota kvasaca razlikuje među vrstama tartufa. Daljim istraživanjima, neophodno je 
pronaći tehnike koje bi objasnile uticaj kvasaca na sadržaj aromatičnih jedinjenja tartufa 
(Vahdatzadeh et al., 2015). 
 
5.4. ZAMRZAVANJE TARTUFA 
 
U cilju praćenja promena isparljivih jedinjenja, svežeg tartufa i tartufa koji su podvrgnuti različitim 
režimima zamrzavanja, promene su ispitivane posle zamrzavanja, 30, 60 i 90 dana. Ukupno je 
detektovano 57 isparljivih jedinjenja, od kojih je 26 izdvojeno kao značajnija aromatična jedinjenja. 
Izdvojena jedinjenja su jedinjenja koja sadrže sumpor (5), aldehidi (7), ketoni (4), alkoholi (6) i 
furani (4), a rezultati su prikazani u tabelama 8, 9, 10, 11, 12. Rezultati prikazanih aromatičnih 
jedinjenja su predstavljeni kao procentualni udeo svakog jedinjenja u odnosu na ukupan sadržaj 
detektovanih isparljivih jedinjenja. Među njima su 2-butanon i 2-butanol bili kvantitativno 
dominantni i činili su više od 50% ukupne arome u svim ispitivanim uzorcima. 
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Sadržaj jedinjenja zamrznutih tartufa, koja sadrže sumpor tokom  90 dana zamrzavanja, prikazani 
su u tabeli 8. 
 
Tabela 8. Sadržaj sumpornih jedinjenja u tartufima tokom 90 dana skladištenja pri različitim 
režimima zamrzavanja 
















% od ukupnih isparljivih jedinjenja 
Metantiol 
 
CH4S 666 1,266 
0 
0,4 
0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 
30 0,8 1,4 1,1 1,1 0,1 
60 0,5 0,8 1,0 0,9 0,1 









0,3 0,3 0,3 0,3 0,22 
30 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 
60 0,.2 0,2 0,1 0,3 0,2 











0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
60 0,00 tr 0,00 0,00 0,00 
















0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
90 tr tr tr tr 0,00 
3-Metiltio-1-




0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
30 0,05 0,03 0,02 0,01 tr 
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
*zamrzavanje na -20°C, odnosno na -80°C; **zamrzavanje u tečnom azotu i čuvanje na -20°C odnosno -80°C; tr-
tragovi; RI-retencioni indeks; RT-retenciono vreme 
 
U svežem tartufu i nakon zamrzavanja, tokom 90 dana čuvanja, praćen je sadržaj sumpornih 
jedinjenja koja imaju najveći značaj u formiranju arome tartufa: metantiol, dimetil-sulfid (DMS), 
dimetil-disulfid (DMDS), dimetil-trisulfid (DMTS). Ova jedinjenja se smatraju esencijalnim 
komponentama koje doprinose aromatičnosti crnog tartufa Evrope i Azije (Culleré et al. 2010; Liu 
et al. 2012; Talou et al. 1989). 
Pri svim režimima zamrzavanja je utvrđeno prisustvo sumpornih jedinjenja, pri čemu je u nultom 
danu sadržaj DMS bio najveći. Tokom skladištenja, sadržaj se neznatno smanjivao i održao u toku 
svih 90 dana dana pri svim režimima čuvanja. Što se tiče promena sadržaja metantiola, nakon 
procesa zamrzavanja se smanjio pri svim režimima, a povećao nakon 90 dana i najviše ga bilo na 
tretmanu -20
°
C. Učešće ovog jedinjenja u 90. danu bilo je 2-3 puta veće nego u nultom danu, što se 
može objasniti smanjenjem sadržaja drugih jedinjenja u ukupnom sastavu aromatičnih materija. 
Kada je u pitanju sadržaj DMDS i DMTS, zapaženo je da se sadržaj ovih jedinjenja najmanje 
promenio tokom 90 dana čuvanja.  
Pri svim režimima zamrzavanja, promene u sadržaju sumpornih jedinjenja su bile veoma slične, pri 
čemu je sadržaj metantiola kod režima -20
°
C, 90- tog dana bio veći u odnosu na ostala sumporna 
jedinjenja. 
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Prema podacima Berger i sar.. (1999) i Spinnler i sar. (2001), pokazano je da sumporna jedinjenja 
nastaju iz katabolizma L-metionina, njihovog glavnog preteče. Činili su najveću grupu isparljivih 
sastojaka (tioli, tioestri, sulfidi, tioalkoholi i tiofenoni), ali su uglavnom prisutni u tragovima u 
svežim plodovima. Bez obzira na to, ova jedinjenja imaju vrlo niske granice detekcije mirisa i zbog 
toga daju doprinos konačnoj aromi tartufa, iako su prisutni u niskim koncentracijama. Poznato je da 
struktura i diverzitet sumpornih jedinjenja zavise od vrste tartufa. Sa jedne strane, isparljiva 
jedinjenja kao što su DMS, DMDS, DMTS su prisutna u većini vrsta tartufa i nastaju verovatno kao 
rezultat Ehrlich-ovog puta, a verovatno su uslovljena aktivnošću mikroorganizama (Martin et al. 
2010; Splivallo et al. 2011), pri čemu jedinjenje DMS može nastati kao rezultat metabolizma 
kvasaca, iz aminokiselina kao što su cistin, glutation i miriše na kuvanu šparglu, kokice, melasu 
(Milo i Reineccius, 1997). Sa druge strane, ova jedinjenja mogu biti i ograničena na nekoliko vrsta 
tartufa, ili čak i specifična za određenu vrstu. Na primer, 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 2-
metilbutanol, 3-metilbutanol i okt-1-en-3-ol zajednički su za većinu vrsta tartufa, dok je 2,4-
ditiopentan isključiv za plodove tela T. magnatum (Vahdatzadeh i Splivallo, 2018). 
Raznolikost isparljivih supstanci koje sadrže sumpor imaju važnu ulogu u formiranju aromatičnih 
profila zbog njihovog niskog olfaktornog praga, kao i razlikovanja uzoraka (Culleré et al., 2013; 
Pelusio et al., 1995). Isparljive supstance koje sadrže sumpor u crnom tartufu (0,040 µg/g) 
uključuju dimetil disulfid i 3-metiltio-propansku kiselinu, dok jedinjenja u belom tartufu (2,894 
µg/g) uključuju metion, metiltio -cikloheksan, 3-metiltio-1-propanol, 3-metiltio-propansku kiselinu 
i benzotiazol. Do sada je u mnogim tartufima identifikovan dimetil disulfid (Culleré et al., 2013; 
Splivallo et al., 2011). 3-metiltio-1-propanol je detektovan u T. borchii i T. melanosporum, kao što 
je objavljeno u radu Splivallo i sar. (2007), koji ima snažan, slatkast miris, miris na supu ili miris 
sličan mesu, u velikom razblaženju. Metantiol, koji je detektovan u našim tartufima kako u svežem, 
tako i u zamrznutim, poznat je kao proizvod razgradnje metinonina. Ima neprijatan miris i nisku 
graničnu vrednost od približno 1ppb (Devos et al., 1990). Ovo jedinjenje se naziva još i 
metilmerkaptan, miriše na paljenu gumu, pokvarena jaja, pokvareni kupus. Osim metionina, može 
da nastane iz drugih organskih i neorganskih prekursora, u toku metabolizma kvasaca, a sam put 
nije razjašnjen (Jović, 1991). 
Sadržaj aldehida u zamrznutim tartufima tokom 90 dana skladištenja, predstavljen je u tabeli 9. 
Sadržaj ukupnih aldehida je varirao u pogledu pojedinačnih jedinjenja. Kao glavni isparljivi 
aldehidi detektovani su: acetaldehid, 2-metil-propanal, 2-metil-butanal i 3-metil-butanal.  
Sam proces zamrzavanja je uticao na smanjenje koncentracije acetaldehida, tako da je u nultom 
danu ona bila duplo manja u odnosu na svež tartuf. Koncentracija acetaldehida se smanjivala tokom 





tečnim azotom, nakon 60 dana, koncentracija acetaldehida je bila približna kao u nultom danu a 90 
dana je ponovo opala. Acetaldehid ima miris ustajale jabuke, može da nastane dekarboksilacijom 
pirogrožđane kiseline, nakuplja se i najviše ga ima na početku čuvanja. 
Što se tiče sadržaja 2-metil-propanala nema značajnih razlika u zavisnosti od tretmana zamrzavanja. 
Nakon zamrzavanja svim tretmanima, sadržaj se povećao dva puta u odnosu na svež tartuf, kod 
režima sa tečnim azotom je 30. i 60. dana bio veći (19,1 i 12,8%). Tokom vremena čuvanja, sadržaj 
2-metil-propanala se smanjivao, tako da je nakon 90 dana relativna koncentracija u svim uzorcima 
opala približno dvadeset puta.  
U slučaju 2-metil-butanala, koncentracija pokazuje trend rasta, pri čemu se pokazalo da odmah 
nakon zamrzavanja pri svim režimima, koncentracija je veća nego kod svežeg tartufa u nultom 
danu. Tokom čuvanja, kod svih uzoraka sadržaj 2-metil-butanala se povećava, osim kod uzorka 







REZULTATI I DISKUSIJA 
49 
 
Tabela 9. Sadržaj aldehida u tartufima tokom 90 dana skladištenja pri različitim                                             
režimima zamrzavanja 













-80°C **  
Liofi
liz. 




C2H4O 686 1,294 
0 
6,32 
3,0 3,0 3,0 3,0 1,39 
30  0,8 2,1 1,2 1,2 1,1 
60  1,7 1,8 2,8 2,7 1,5 




C4H8O 816 1,655 
0 
5,26 
11,1 11,1 11,1 11,1 12,7 
30  7,9 19,1 8,7 10,6 11,5 
60  7,6 7,2 13,4 12,8 11,0 




C5H10O 889 2,344 
0 
9,55 
10,6 10,6 10,6 10,6 21,4 
30  13,8 15,0 17,4 13,8 16,0 
60  14,7 13,2 15,8 14,7 15,2 




C5H10O 911 2,511 
0 
7,43 
7,6 7,6 7,6 7,6 8,5 
30  0,4 0,2 0,3 0,4 3,5 
60  0,4 0,8 0,3 0,4 2,0 




C6H12O 1068 5,772 
0 
0,30 
0,1 0,1 0,1 0,1 tr 
30  tr 0,2 tr 0,1 tr 
60  0,1 0,1 0,1 0,1 tr 





C5H8O 1076 6,132 
0 
tr 
tr tr tr tr 0,00 
30  tr 0,1 0,1 0,1 0,00 
60  tr tr tr 0,1 0,00 
90  tr tr tr tr 0,00 
Heptanal 
 
C7H12O 1177 9,771 
0 
0,47 
0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 
30  0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 
60  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
90  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
*zamrzavanje na -20°C odnosno na -80°C; **zamrzavanje u tečnom azotu i čuvanje na -20°C odnosno -80°C; tr – 
tragovi 
 
Ranija istraživanja su pokazala da su jedinjenja 2-metilbutanal i 3-metilbutanal uobičajeni sastojci 
aromatičnih materija tartufa (Costa et al., 2015). Takođe, utvrđeno je da su ova dva jedinjenja, kao 
dominantna jedinjenja u isparljivoj frakciji tartufa, sa kvalitativnim fluktuacijama u zavisna od 
promenljivih kao što je vrsta tartufa i geografsko poreklo (Fiecchi et al., 1967; Gioacchini et al., 
2008).  
Aldehidi velike molekulske mase, poput heksanala i heptanala, otkriveni su u vrlo niskoj 
koncentraciji, koja se tokom čuvanja od 90 dana smanjivala, osim u slučaju heptanala. Većina 
isparljivih alkohola, aldehida i ketona u tartufima potiče iz masnih kiselina iz katabolizma 
aminokiselina i masnih kiselina. Tako npr. heksanal- aldehid kapronske kiseline, nastaje 
razgradnjom nezasićenih masnih kiselina dugih lanaca, (linolne i linolenske), a manjim delom 
potiče i od metabolizma kvasaca. Ima vegetativan miris na zeleno lišće, biljni miris. Sadržaj ketona 
tokom 90 dana zamrzavanja prikazan je u tabeli 10. 
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C4H8O 880 2,230 
% od ukupnih isparljivih jedinjenja 
0 
1,67 
48,7 48,7 48,7 48,7 1,61 
30 35,4 29,3 32,4 39,4 1,5 
60 39,8 43,3 24,0 39,8 1,6 




C4H6O2 994 3,289 
0 
0,56 
0,2 0,2 0,2 0,2 0,37 
30 0,1 0,2 0,1 0,1 0,17 
60 0,1 0,1 0,2 0,1 0,15 












0,4 0,4 0,4 0,4 0,28 
30 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 
60 0,2 0,1 0,3 0,2 0,1 











0,1 0,1 0,1 0,1 2,35 
30 0,2 0,2 0,3 0,3 2,0 
60 0,2 0,9 0,3 0,2 1,5 
90 0,6 0,8 0,7 0,7 1,0 
*zamrzavanje na -20°C odnosno na -80°C; **zamrzavanje u tečnom azotu i čuvanje na -20°C odnosno -80°C 
 
Ketoni su veoma važne komponente aromatičnih jedinjenja tartufa. Takođe, ketoni se javljaju kao 
aromatične isparljive supstance i drugih pečuraka, sintetizovane putem beta-oksidacije masnih 
kiselina. U ovom radu 2-butanon je dominantna isparljiva ketonska komponenta. Osim njega, 
rezultati su pokazali da u okviru ketona se pojavljuju: 2,3-butandion, 2,3-pentandion, 3-oktanon.  
Prisustvo ovih ketona izvesno je dokazano u nekim crnim tartufima (Vahdatzadeh et al., 2015). 
Koncentracija 2-butanona se višestruko povećala (24 puta) u svim režimima zamrzavanja, osim kod 
liofilizacije u nultom danu u odnosu na svež tartuf i održavala na visokom nivou sve do 90. dana 
čuvanja. Kod liofilizacije, sadržaj ovog jedinjenja u nultom danu je bio približan kao kod svežeg 
tartufa i na tom nivou se održavao do kraja procesa čuvanja. Sadržaj jedinjenja 2,3-butandiona se 
duplo smanjio režimom zamrzavanja u nultom danu i do kraja čuvanja se nije značajno menjao. 
Jedinjenje 2,3-pentandion je registrovan kod svežeg tartufa, a nakon smrzavanja udeo ovog ketona 
se pojavljuje u ukupnom sadžaju ketona i nije se značajno menjao do kraja perioda čuvanja. Što se 
tiče jedinjenja 3-oktanona, njegova koncentracija se u nultom danu smanjila u svim režimima 
zamrzavanja, osim kod liofilizacije. Tokom čuvanja, koncentracija se povećavala u 90. danu pri 
svim režimima zamrzavanja, pri čemu se opet pokazao izuzetak kod procesa liofilizacije. 
Uzorci T. aestivum sa aromatskim profilima u kojima dominira 3-oktanon (ponekad i u kombinaciji 
sa 1-okten-3-olom) imaju karakterističan truli miris. Molinier i sar. (2015) su pokazali da prisustvo 
dimetil sulfida (>60%) i 1-metiltio- 1-propena-, E- (> 25%) takođe doprinose njegovom 
neprijatnom bukeu. 2-butanon se javlja u različitim vrstama gomolja i zabeležen je u plodonosnim 
telima T. magnatum (Schmidberger i Schieberle, 2017), a takođe je prisutan u niskim nivoima u 
nezrelim tartufima. Strojnik i sar. (2020) su naveli da se čini da je 2-butanon pokazatelj kvaliteta za 
T. aestivum jer su svi uzorci sa malim količinama (<15%) imali neprijatan truli miris, osim uzoraka 
sa visokim količinama 1-okten-3-ola (≤80%) prijatnog mirisa. 
Cullere i sar. (2013) su pokazali da kod smrznutih uzoraka ima više jedinjenja kao što su 1-okten-3-
ol i 1-okten-3-on. Prilikom zamrzavanja, utvrdili su pojavu mekane teksture, atipičan miris (slatko 
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pečeni kolačići) i prisustvo velikih količina 3-oktanona (20-50%). Sadržaj alkohola u tartufima 
tokom 90 dana zamrzavanja prikazan je u tabeli 11. 
 
Tabela 11.  Sadržaj alkohola u tartufima tokom 90 dana skladištenja pri različitim tretmannima 
zamrzavanja 












-80°C **  
Liofil
iz. 
% od ukupnih isparljivih jedinjenja 
Etanol 
 
C2H6O 922 2,614 
0 
18,36 
0,7 0,7 0,7 0,7 0,00 
30  1,2 1,3 1,5 1,2 0,00 
60  1,1 2,1 0,9 1,1 0,00 
90  0,8 2,6 1,4 0,8 0,00 
2-butanol 
 
C4H10O 1023 4,253 
0 
17,90 
14,0 14,0 14,7 14,0 0,02 
30  29,2 21,0 28,6 29,0 0,01 
60  29,1 24,0 34,0 29,0 tr 
90  24,1 22,0 19,4 22,1 tr 
1-propanol 
 
C3H8O 1034 4,503 
0 
0,64 
0,5 0,5 0,5 0,5 0,02 
30  1,1 1,6 0,7 1,1 tr 
60  1,1 0,4 1,2 1,1 tr 




C4H10O 1089 6,390 
0 
1,02 
0,5 0,5 0,5 0,5 tr 
30  0,3 0,3 0,6 0,3 tr 
60  0,4 0,6 0,5 0,4 tr 
90  0,5 0,6 0,7 0,4 tr 
2-metil-1-
butanol 
C5H12O 1215 10,961 
0 
12,13 
0,6 0,6 0,6 0,6 1,2 
30  1,1 0,2 2,2 0,3 1,1 
60  1,0 0,8 2,1 0,3 1,2 




C8H16O 1467 18,930 
0 
2,49 
2,1 2,1 2,1 2,1 2,42 
30 2.3 4,9 2,8 5,3 2,3 
60  2,4 2,4 2,7 4,6 2,2 
90  2,6 2,5 2,4 3,6 2,4 
*zamrzavanje na -20°C odnosno na -80°C; **zamrzavanje u tečnom azotu i čuvanje na -20°C odnosno -80°C; Tr-
tragovi 
 
U pogledu sdržaja alkohola, praćeno je 6 jedinjenja tokom 90 dana čuvanja: etanol, 2-butanol, 1-
propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol i 1-octen-3-ol. Tokom istraživanja, utvrđeno je 
najveće prisustvo 2-butanola, pri čemu režimi zamrzavanja nisu imali uticaja na sadržaj 2- butanola 
u nultom danu, a tokom vremena relativni udeo ovog jedinjenja se značajno povećavao do 90. dana, 
tako da je u 90. danu smrznutih tartufa, sadžaj bio veći nego u svežem tartufu. Najveće 
koncentracije ovog jedinjenja su dobijene smrzavanjem na -20
°
C u 90. danu. Takođe se pokazalo da 
u slučaju primene liofilizacije, sadržaj ovog jedinjenja se drastično smanjio. U pogledu sadržaja 1-
octen-3-ola, efekat samog zamrzavanja je bio sličan kao kod 2-butanola u nultom danu, a takođe i 
tokom čuvanja 90 dana, sadržaj 1-octen-3-ol se povećavao. Ova dva jedinjenja su veoma važna u 
doprinosu formiranja arome tartufa, pa se može zaključiti da se primenjenim režimima zamrzavanja 
nakon 90 dana, sadržaj navedenih alkohola povećava u odnosu na sadržaj u svežem tartufu. Ovi 
rezultati su od velikog značaja za očuvanje arome na dug period u zamrznutim uslovima. Autori 
Janssen i sar. (2007), Menottai sar., (2004), Splivallo i sar. (2007), su izjavili da su jedinjenja sa 
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osam ugljenika veoma važna za aromu gljiva jer daju karakterističan miris. Splivallo i sar. (2015) 
takođe ih je pronašao u nekoliko vrsta tartufa (T. borchii i T. indicum). Veruje se da 1-okten-3-ol 
deluje kao signal biljkama (Barbieri et al., 2005). 1-okten-3-ol (оktenol, аlkohol pečurki) privlači 
insekte (komarce). Ovaj alkohol je prisutan u ljudskom dahu i znoju (Barbieri et al., 2007). Оktenоl 
se ponekad koristi u kombinaciji sa CO2 za privlačenje insekata elektronskim uređajima koji 
uništavaju insekte (Buzzini et al., 2005; Pacioni et al., 2007; Stielow i Menzel, 2010). 
U našoj studiji, ovo jedinjenje je otkriveno u svim testiranim uzorcima. Njegova koncentracija se 
povećava tokom procesa zamrzavanja i tokom skladištenja. 
Jedinjenje 2-metil-1-butanol je takođe važna komponenta arome tartufa. Ovo jedinjenje se dobija 
katabolizmom masnih kiselina, dobro je zastupljeno među vrstama tartufa, naročito kod T. 
melanosporum (Vahdatzadeh i Splivallo, 2018). Koncentracija 2-metil-1-butanola je pokazala trend 
rasta u uzorcima čuvanim na -20°C i -80°C tokom 90 dana. Alkoholi oksidacijom prelaze u 
odgovarajuće aldehide, ketone i kiseline. Tako bi 2-butanol mogao da se transformiše u 2-butanon i 
dalje transformacije mogu dovesti do 2-metilpropanala, 3-metilpropanala ili 2-butanala (March 
et al., 2006). 
Prema podacima Palacios i sar. (2012), ključne komponente odgovorme za aromu tartufa posle 
liofilizacije u slučaju T. melanosporuma su bile 2-metil-1-propanol i keton 2-butanon, čija se 
koncentracija povećala, dok se sadržaj 3-metil-butanala i 2-metil-propanona smanjivao. Kod T.  
aestivum su utvrdili da se veliki procentualni udeo 2-butanola smanjio procesom liofilizacije sa 
40% na 1%, što je u saglasnosti sa našim dobijenim rezultatima.  
Sadržaj furana u tartufima tokom 90 dana zamrzavanja prikazan je u tabeli 12. 
 
Tabela12. Sadržaj furana u tartufima tokom 90 dana skladištenja pri različitim                                       
režimima zamrzavanja 












-80°C **  
Liofil
iz. 
% od ukupnih isparljivih jedinjenja 
Furan 
 
C4H4O 804 1,573 
0 0,97 0,4 0,4 0,4 0,4 0,74 
30  0,4 0,8 0,5 0,5 0,6 
60  0,4 0,4 0,7 0,6 0,5 
90  0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 
3-metil-furan 
 
C5H6O 856 1,995 
0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
30  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
60  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
90  0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
Penil furan,2- 
 
C5H12O 1229 11,827 
0 tr tr tr tr r 0,00 
30  tr tr tr tr 0,00 
60  0,1 0,1 tr tr tr 




C5H6O2 1673 22,003 
0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,66 
30  0,2 0,3 0,5 0,2 0,3 
60  0,2 0,6 0,2 0,1 0,2 
90  0,4 0,8 1,0 0,4 0,3 
*zamrzavanje na -20°C odnosno na -80°C; **zamrzavanje u tečnom azotu i čuvanje na -20°C odnosno -80°C 
 
Rezultati su pokazali da klasu derivata furana predstavljaju furan, 3-metil-furan, 2-pentil-furan i 2-
furan-metanol. Među njima, jedinjenje furan pokazuje najšire razlike u koncentraciji u zavisnosti od 
uslova rada. U pogledu sadržaja ovog jedinjenja, liofilizacija se pokazala kao nešto bolji režim 
zamrzavanja u odnosu na ostale. Razmatrajući furane i furanone Díaz i sar. (2003) su detektovali 2-
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pentilfuran u T. escavatum, T. aestivum i T. melanosporum preko SPME. Ova jedinjenja imaju 
karakterističan miris voćne, zelene i zemljane biljke sa nijansom sličnom povrću. Mauriello i sar. 
(2004) su utvrdili da dihidro-5-pentil-2 (3H) furanon ima miris na kokos, krem, vosak, slatko, 
mastan i uljni i 2 (5 H) furanon tipičan miris na maslac.  
Furaneol, koji se često opisuje kao atribut „karamele“ i „slatkog“ mirisa (Cullere et al., 2010) je 
povezan sa slatkastim ukusom, zajedno sa γ-dekalaktonom, koji su drugi autori opisali kao „voćne“ 
i „slatke“ note (Du et al., 2010).  
 
5.5. TRETMANI  ZA  DEKONTAMINACIJU TARTUFA  
 
Tartufi su veoma cenjeni pre svega kao aromatična komponenta koja se može dodati u hranu, pa se 
kao glavni problem postavlja kako sačuvati njihove aromatične karakeristike, koje se obično gube 
kao posledica uslova čuvanja (Bellesia et al. 1998, 2001). 
Kada se radi o dodavanju tartufa u hranu, veoma je važno razmotriti i drugi aspekt njihove primene, 
a to je aspekt mikrobiološke bezbednosti. Imajući u vidu da se tartufi vade iz zemljišta, koje 
predstavlja bogat izvor veoma različitih mikroorganizama, postoji velika verovatnoća da se različiti 
mikroorganizmi mogu naći na plodonosnom telu tartufa. Ovo je naročito problem, ako se uzme u 
obzir hrapava površina tartufa, sa koje je teško odstraniti mikroorganizme pranjem i četkanjem. 
Kada se uzme u obzir da se tartufi konzumiraju najčešće narendani preko tanjira gotovog obroka, 
bez prethodnog termičkog tretmana, rizik po bezbednost konzumacije se javlja kao potpuna 
realnost. 
Imajući u vidu da se u ovom radu tartufi dodaju u proizvodnju sira, koji ima period zrenja od tri 
meseca, jasno je da mikroorganizmi sa površine tartufa predstavljaju rizik za bezbednost sira, a 
takođe mogu dovesti i do nepravilnog procesa zrenja sira, a samim time i do kvarenja i promene 
kvaliteta sira. 
S obzirom da je u ovom radu sa površine i unutrašnjosti askokarpa tartufa identifikovano nekoliko 
različitih vrsta zemljišnih mikroorganizama (tabele 4, 5, 6) njihovo prisustvo u siru bi bilo 
nepoželjno. 
Jasno je da dodavanju tartufa u proizvodnji sira mora prethoditi neki od tretmana njegove 
dekontaminacije, a sa druge strane, cilj je sačuvati aromatične materije tartufa. 
 
5.5.1. Mikrobiološki status tretiranih tartufa  
 
U ovom radu razmotren je aspekt dekontamnacije tartufa u cilju mikrobiološke bezbednosti, a sa 
druge strane praćen je i sastav aromatičnih materija, kako bi se odabrao optimalni način za 
bezbednu primenu tartufa u proizvodnji sireva, a da se sačuvaju aromatične materije. Kao 
najbezbedniji način pripreme tarufa, odabran je postupak autoklaviranja tartufa i postupak 
flambiranja (potapanje u alkoholu i spaljivanje na plameniku). 
Rezultati mikrobiološkog statusa tartufa nakon tretmana dekontaminacije su prikazani u tabeli 13 i 
grafikonu 1. 
 
Tabela 13. Mikrobiološki status tartufa pre i nakon tretmana dekontaminacije 




Ukupan broj mezofilnih 1,2 x107 5,2x 103 - 
Aerobne sporogene bakterije 2,5x105 1,7x102 - 
Enerobakterije 1,3x 103 - - 
Koliformne bakterije 2,2x 10 - - 
Sulfitoredukujuće klostridije 6,2 x10 1,1x10 - 
 




Grafikon 1. Logaritam broja miroorganizama u tartufima nakon tretmana dekontaminacije 
 
Kao što je bilo i očekivano, postupak dekontaminacije autoklaviranjem je pokazao bolji efekat, gde 
je postignuta potpuna sterilnost, dok je postupak flambiranja pokazao takođe veoma dobar učinak. 
Kod svežeg tartufa, koji je bio opran četkom pod mlazom vode, prisustvo od 10
7
 cfu/g  mezofilnih 
bakterija pre tretmana, koji se postupkom flambiranja smanjio na nivo od 10
3
 cfu/g. U okviru 
ukupnog broja mezofilnih bakterija dominantne su bile vrste roda Bacillus, koje su u svežem tartufu 
bile na nivou 10
5
 cfu/g, a nakon flambiranja broj je bio 10
2
 cfu/g. Enterobakterije i koliformne 
bakterije nisu detektovane u flambiranom tartufu, a broj sulfitoredukujućih klostridija je pao na 11 
cfu/g. Ovi rezultati su bili očekivani, s obzirom da je u izolaciji i identifikaciji mikroflore sa 
površine i unutrašnjosti askokarpa pokazano da je najveći broj izolata bio iz roda Bacillus (tabela 
5). Do sličnih rezultata su došli i drugi autori, koji su pokazali da prisustvo α, β, γ-proteobakterija, 
sporogenih bakterija su veoma rasprostranjeni kod T. aestivum-a (Barbieri et al., 2005). Nazzaro i 
sar. (2007) su pokazali da se mikrobiološki profil T. aestivum sastojao od uglavnom od laktobacila, 
laktokoka, mikrokoka, klostridija i enterobakterija. Ukupan broj mezofilnih aerobnih bakterija kod 




 cfu/g (Barbieri et al., 2005, 
2007; Nazzaro et al., 2007). Takođe, Nazzaro i sar. (2007) su pokazali da kod T. aestivum broj 
mikroorganizama u periodu od nultog do 30. dana čuvanja na 4°C je bio konstantan, osim sadržaja 
enterokoka čiji se sadržaj povećao četiri puta. Bakterijske vrste koje su nađene kod tartufa su 
opisane najčešće kao bakterije rizosfere korena, ukazujući na interakciju sa biljkom (Berg et al., 
2005). Koliko askokarp tartufa predstavlja rezervoar oportunističkih patogena za ljude, još uvek nije 
potpuno razjašnjeno. Nekoliko autora su pokazali da podaci o broju prisutne mezofilne mikroflore i 
njenom ponašanju na niskim temperaturama mogu biti veoma korisni u predviđanju roka trajanja 
tartufa (Liu et al., 2006). 
Ovakve analize su veoma korisne, imajući u vidu da tartufi predstavljaju specifičan ekosistem, a 
prisutna mikroflora, koja je vezana za tartuf, uslovljava njegovu degradaciju utičući na njegov rok 
trajanja. Kao što su pokazali Saltarelli i sar. (2008) kod različitih vrsta tartufa, među kojima je bio i 
T. aestivum, tokom čuvanja 4-8 dana na 4°C dolazi do brzog porasta broja prisutne mikrobne 
populacije, a nakon 15 dana broj dostiže nivo od 10
10
 cfu/g. Mikrobiološka analiza uzoraka tarufa 
smrnutih na -20°C, a potom čuvanih na 4°C pokazala je smanjenje broja prisutnih bakterija tartufa, 
dok je čuvanje samo na 4°C dovelo do povećanja broja bakterija u roku od 48 h, gde je dominantna 
mikroflora pripadala psihrofilnim vrstama. 
Različiti autori su ispitivali primenu različitih tehnika za produženje roka trajanja tartufa, koristeći 
postupak blanširanja i autoklaviranja (Saltarelli et al. 2008), pa i neke od sofisticiranih metoda kao 
što je zračenje gama zracima (Nazzaro et al. 2007; Reale et al., 2009). S obzirom da se tartufi 
konzumiraju bez termičkog tretmana, neophodno je detaljnije ispitati i pratiti mikrobiotu svežeg 








5.6. AROMATIČNA JEDINJENJA TRETIRANIH TARTUFA I VEŠTAČKE AROME 
 
Razvojem novih instrumentalnih metoda za identifikaciju isparljivih aromatičnih jedinjenja, broj 
aromatičnih jedinjenja se povećava, pa je i u ovom radu detektovano 87 jedinjenja u tartufima 
nakon tretmana dekontaminacije, od kojih su izdvojena 26 jedinjenja koja su prikazani u tabeli 14. 
 
Tabela 14. Aromatična jedinjenja u tartufima nakon tretmana 








(Feng et al., 
2019) Relativni udeo (%) 
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C5H8O2 1056 5,316 0,15 0,11 0,03 
 






C2H6O 922 2,614 18,36 58,88 26,36 
 
2-butanol C4H10O 1023 4,253 0,01 0,01 0,01 Plastika 














C5H12O 1215 10,961 0,07 0,06 0,02 Sir 
1-okten-3-ol 
 


























Rezultati sadržaja aromatičnih jedinjenja u tartufima, nakon flambiranja i autoklaviranja, su 
pokazali da je u pogledu sadržaja izdvojenih jedinjenja, flambiranje postupak kojim se bolje čuvaju 
aromatične materije u tartufu. Izutetak se pokazao kod sadržaja DMS, acetaldehida, heksanala, 2-
metil-1-propanola i 2,3-butanediona.  
U odnosu na aromatična jedinjenja svežeg tartufa, kod flambiranih tarufa se pokazalo da je kod 
sumpornih jedinjenja sadržaj metantiola bio veći, dok je sadržaj DMS bio manji, a sadržaj ostalih 
sumpornih jedinjenja je bio približan.   
Što se tiče sadržaja aldehida, pokazalo se da se kod flambiranih tartufa povećao sadržaj 
acetaldehida, a sadržaj 2-metil-propanala, se povećao čak tri puta u odnosu na svež tartuf.  Sadržaj 
ostalih aldehida kod svežeg i flambiranih tartufa je bio približan.  
Sadržaj ketona kod flambiranih tartufa se nije značajno razlikovao u odnosu na svež tartuf, osim 
kod sadržaja 3-oktanona, koji se smanjio jedan i po put.  
Kada je u pitanju sadržaj alkohola, relativni udeo etanola je bio najveći kod svih uzoraka, u odnosu 
na ostale alkohole. Kod autoklaviranog i flambiranog tartufa, sadržaj etanola je bio znatno veći u 
odnosu na svež tartuf, naročito kod flambiranog, pri čemu je sadržaj etanola bio tri puta veći u 
odnosu na svež tartuf. To se delom može objasniti samim postupkom flambiranja, koji 
podrazumeva potapanje plodonosnog tela tartufa u 70% etanol.  Takođe treba istaći da u 
flambiranim tartufima se za oko dva puta povećao sadžaj i 1-okten-3-ola, koji ima važnu ulogu u 
formiranju arome tartufa.  
U pogledu sadržaja furana nije bilo značajnih razlika između tretiranih i svežih tartufa. Isparljiva 
jedinjenja tartufa su bila predmet istraživanja većeg broja autora, gde su primenom različitih tehnika 
za identifikaciju dobijeni podaci da je moguće izdvojiti 40 jedinjenja kod T. aestivuma, 70 kod T. 
melanosporum-a (Díaz et al., 2003), 29 kod T. borchii i 36 kod T. magnatum (Giocchini et al., 
2008).   
Veštačka aroma koja je primenjena u proizvodnji jedne varijante sireva je imala samo 6 aromatičnih 








Tabela 15. Aromatična jedinjenja veštačke arome 
Jedinjenje R.T.(min) Peak area Peak% Relativni udeo 
(%) 
Monometil karbonotritioat 4,07 1767012 0,48 0,46 
Dimetil-disulfid DMDS 5,214 620567 0,17 0,16 
2,4-ditiopentan 13,791 3,65E+08 100 94,91 
Sirćetna kiselina 18,873 1339861 0,37 0,35 
N1 21,934 210628 0,06 0,06 
N1 26,501 15620433 4,28 4,06 
 
Aromatični sastav veštačke arome je pokazao da najveći deo aromatičnosti pripada sumpornim 
jedinjenjima. Najveći udeo pripadao je jedinjenju 2,4-ditiopentan, sa relativnim udelom od 94,91%, 
dok je DMDS bio zastupljen samo sa 0,16%. Prema literaturnim podacima, poznato je da se 
prisustvo 2,4-di-tio-pentana vezuje samo za aromatične materije belog tartufa T. magnatum 
(Spinnler et al., 2001; Splivallo et al., 2012; Stojnik et al., 2020). 
Veštačka aroma, koja je korišćena u ovom radu je bila francuske proizvodnje i deklarisana kao 
aroma crnog tartufa. Ovakva pojava govori o tome koliko su proizvođači veštačkih aroma 
neinformisani o pripadnosti određenih aromatičnih jedinjenja u određenim vrstama tartufa. S 
obzirom da je miris belog tartufa mnogo cenjeniji od crnog, baziranje sastava veštačke arome na 
ovom jedinjenju je imalo za pretpostavku da proizvod sa dodatkom ove arome treba da ima 
primamljiv miris za potrošače. Međutim, rezultati senzorne ocene ovog rada su pokazali da su 
ocenjivači prepoznavali ovaj miris kao neprirodan i suviše jak, te se odavao kao veštački dodatak u 
siru. 
 
5.7. MIKROBIOLOŠKI  STATUS  SIREVA 
 
Kada se radi o mikrobiološkom statusu sireva, postoje dva aspekta. Jedan se odnosi na 
mikrobiološku bezbednost i higijenu, a drugi na aktivnost bakterija mlečne kiseline, koje su velikim 
delom odgovorne za pravilnu fermentaciju i proces zrenja sireva. U tom smislu, kao važan faktor, 
prati se broj starter kultura, a ukoliko su dodate i probiotske bakterije, utvrđuje se da li je njihovo 
prisustvo u dovoljno visokom broju, koji je potreban da bi se zadovoljio probiotsko-zdravstveni 
efekat (Salminen et al., 1998). 
Što se tiče bezbednosti sireva sa dodatkom tartufa, neophodno je bilo obratiti posebnu pažnju na 
opasnost unošenja nepoželjnih mikroorganizama u samu proizvodnju sireva, pa su stoga primenjeni 
tretmani dekontaminacije, koja su opisana u odeljku 5.5. 
S obzirom da proces autoklaviranja podrazumeva potpunu sterilizaciju i da je mogućnost 
kontaminacije tartufima nakon ovog načina termičkog tretmana skoro odbačena, potrebno je bilo da 
se posebna pažnja obrati na tretman flambiranja. Imajući u vidu da se tartufi vade iz zemljišta i da je 
površina tartufa veoma neravna, postoji opasnost od opstanka sporogenih bakterijskih vrsta. Sa 
druge strane, sam postupak proizvodnje sireva može biti izložen kontaminaciji nepoželjnim 
mikroorganizmima, pa se kao uobičajeni parametar higijene proizvodnje utvrđuje prisustvo 
enterobakterija. 
Zbog svega navedenog, kao parametar higijene, određivano je prisustvo enterobakterija, a sa 
aspekta bezbednosti, ispitivano je prisustvo sporogenih sulfitoredukujućih klostridija (Pravilnik o 
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Grafik 2. Promene broja starter kultura tokom 90 dana zrenja sireva 
 
Rezultati su pokazali da u svim uzorcima sireva tokom 90 dana zrenja, nije detektovano prisustvo 
enterobakterija, što je potvrdilo da je postupak proizvodnje sireva zadovoljio higijenske 




Grafik 3. Promene broja potencijalnog probiotika Lb. plantarum 564 tokom 90 dana zrenja sireva 
 
Starter kulture u proizvodnji sireva imaju primarnu ulogu u započinjanju fermentacije, a kasnije i 
veoma važnu ulogu u procesu zrenja sireva, gde imaju veliki značaj u formiranju senzornih 
svojstava sireva, što se sveukupno odražava na njihov kvalitet.  
Na samom početku i kasnije tokom zrenja sireva se pokazalo da su starter kulture u svim 
varijantama sireva bile prisutne u visokom broju 8-9 logaritamskih jedinica. Kada se detaljnije 
analiziraju rezultati, primećuje se da su varijante sa flambiranim svežim i flambiranim smrznutim 
tartufima imale od početka do kraja zrenja broj od 9 logaritamskih jedinica, dok je kod ostalih 
varijanti (kontrolni sir bez tartufa, i varijante sa autoklaviranim tartufima i veštačkom aromom), 
broj starter kultura bio na nivou od 8 logaritamskih jedinica. 
Kako starter kulture svojim metabolizmom, glikolitičkom, proteolitičkom i lipolitičkom aktivnošću 
učestvuju u svim biohemijskim procesima zrenja sireva, veoma je važan njihov broj, koji učestvuje 
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u formiranju senzornih osobina sireva. S obzirom da je taj broj u svim uzorcima sireva bio na 
visokom nivou, bilo je za očekivati da senzorni kvalitet sireva bude prihvatljiv, što su rezultati 
senzorne ocene sireva kasnije i pokazali (tabele 23 i 24).  
Kada se radi o varijantama sireva sa dodatim flambiranim tartufima (SVF i SMF) i većem broju 
ćelija detektovanih starter kultura, koji se za ceo 1 log razlikovao od ostalih varijanti, postavlja se 
pitanje šta je stimulisalo rast startera u ovim varijantama. Pošto ovakav rezultat nije očekivan i naša 
dalja istraživanja nisu išla u tom pravcu,može se pretpostaviti da je dodavanje tartufa stimulisalo 
rast bakterija mlečne kiseline, pre svega aktivnošću enzima tartufa, koji nisu bili uništeni termičkim 
tretmanom pripreme tartufa (flambiranjem).  
S obzirom da sirevi predstavljaju sredinu bogatu laktozom, proteinima i mastima, uz prisustvo 
mikro i makroelemenata, koji su neophodni kao kofaktori aktivnosti enzima, za očekivati je da su 
enzimi tartufa imali obezbeđen i substrat i kofaktore za aktivnost i biohemijsku razgradnju složenih 
jedinjenja sira u niža jedinjenja, koji su bili pogodniji za usvajanje bakterijama mlečne kiseline, što 
je doprinelo povećanju njihovog broja. Sa druge strane, imajući u vidu da je i sam tartuf bogat 
aminokiselinama, vitaminima masnim kiselinama, mikroelementima (Al-Mahamdi 2011; Dundar et 
al., 2012), moglo bi se predpostaviti da je sam tartuf imao ulogu važnog faktora rasta bakterija 
mlečnih kiselina. 
Ove pretpostavke imaju realnu osnovu, ako se sagledaju rezultati koji govore o koeficijentu zrelosti 
sireva (tabela 20), gde je pokazano da su ovi koeficijenti zrelosti veći u varijantama sireva sa 
dodatim flambiranim tartufima, odnosno varijantama sa većim brojem bakterija mlečne kiseline. 
Kao dodatni razlog povećanja koeficijenta zrelosti sireva, svakako treba razmatrati dodatni efekat 
povećane aktivnost i broja bakterija mlečne kiseline, koji je nastao kao posledica dodavanja 
flambiranih tartufa. Ove konstatacije nas mogu navesti do nove hipoteze da bi dodavanje tartufa u 
sirevima moglo dovesti do ubrzanja procesa zrenja sireva, a samim tim i do bržeg oslobađanja 
bioaktivnih komponenata sireva. 
Slično promenama broja ćelija starter kultura, dešavale su se i promene autohtone probiotske 
kulture Lb. plantarum 564. S obzirom da je za probiotike, veoma važno prisustvo u velikom broju, 
dostignuti broj u svim varijantama od 8-9 logaritamskih jedinica je bio veoma zadovoljavajući.  




 ćelija, kada se 
radi o siru, dobijeni broj probiotika u svim varijantama sireva je potpuno zadovoljio ovaj zahtev. 
Dobijenim rezultatima se pokazalo da bi dnevni unos ovih sireva bio dovoljan da bude samo 1 
gram, kako bi se uneo zahtevani broj probiotika. S obzirom da se ova vrsta sireva obično konzumira 
u desetinama do stotinu grama, dnevni unos bi bio za 1-2 logaritamske jedinice veći od propisanog. 
Primenom probiotika i ispitivanjem njihove vijabilnosti tokom zrenja holandskih sireva su se bavili 
mnogi autori (Suarez-Solis et al., 2002), pri čemu je pokazano da su ovi sirevi veoma dobar matriks 
za rast probiotskih bakterija. Takođe, ispitivana je održivost probiotika i u drugim vrstama sireva, 
koji imaju kraći period zrenja ili ga uopšte i nemaju, gde je održivost i preživljavanje probiotika 
znatno bolje, zbog samih uslova rasta probiotika, što podrazumeva veći sadržaj vode, manji 
procenat soli, kraći period zrenja i dr. (Ong et al., 2007). 
Kako je primena probiotika u hrani sve popularnija, pronalaženje novih sojeva ima sve veći značaj, 
naročito za region sa koga su izolovani (Hermanns et al., 2014; Radulovic et al., 2010; Zago et al., 
2011). U tom smislu, primena autohtonih probiotika može doprinetu razvoju tehnologija autentičnih 
proizvoda (Radulović et al., 2017). 
U ovom radu je primenjen autohtoni soj Lb. plantarum 564, koji je već istraživan u primeni 
različitih proizvoda od mleka. Pokazano je da je vijabilnost ovog soja u proizvodnji jogurta 
obogaćenog omega-3-masnim kiselinama bila veoma dobra tokom 21 dana čuvanja i održavala se 
na nivou od 8-9 logaritamskih jedinica, a takođe i senzorna ocena je bila veoma zadovoljavajuća tj. 
veća od 90% od maksimalnog kvaliteta (Radulović et al., 2014). 
Veoma dobru vijabilnost ovaj soj je pokazao i u proizvodnji kozjeg mekog sira, gde je tokom 56 
dana čuvanja, pokazano da se soj Lb. plantarum 564 održavao na nivou većem od 7 logaritamskih 
jedinica, a senzorna ocena ovog sira je bila ocenjena visoka sa 99% od maksimalnog kvaliteta 
(Radulović et al., 2017). 
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Visok nivo preživljavanja ovog soja je dobijen i u sirevima od UF mleka, pri čemu je utvrđeno da 
tokom 56 dana čuvanja, njegov nivo ostaje na nivou od > 6 log jedinica, a senzorni kvalitet je 
ocenjen sa 95,41 i 98,08% od maksimalno mogućeg kvaliteta što ih svrstava u grupu odličnih sireva 
(Miočinović et al., 2014). 
Bez obzira što su dosadašnja istraživanja koja se odnose na primenu Lb. plantarum 564 u 
proizvodima od mleka bila orijentisana na proizvode od mleka sa većom aw vrednošću, za očekivati 
je bilo da će ovaj soj pokazati dobru aktivnost i u polutvrdom siru, koji je bio predmet rada ove 
disertacije. 
 
5.8. HEMIJSKI  SASTAV SIREVA 
 
Hemijski sastav i pH vrednost sireva proizvedenih bez i sa tartufima različito pripremljeni pre 
dodavanja, prikazani su u tabeli 19. 
 
Tabela 19. Sastav i pH vrednost sireva nakon 90 dana zrenja 
Varijanta 
sira 
MM UP SM MSM VBMS pH 
K 33,75±0,35 24,06±0,09 62,04±0,81 54,40±0,14 57,29±0,92 5,46±0,08 
SV 30,25±0,35 24,50±0,54 61,85±2,01 48,94±2,16 54,70±3,16 5,43±0,01 
SM 30,00±0,71 22,78±1,08 59,51±0,26 50,42±1,41 57,85±0,95 5,44±0,10 
SVA 30,25±0,35 23,35±0,27 61,56±0,33 49,15±0,84 55,12±0,76 5,49±0,07 
SVF 30,50±0,71 24,72±0,68 63,32±0,17 48,17±1,24 52,78±0,78 5,59±0,15 
SMF 32,50±1,41 24,94±0,99 62,22±1,97 52,22±0,62 55,94±1,74 5,43±0,06 
MM-sadržaj mlečne masti; UP-sadržaj ukupnih proteina; SM- sadržajsuve materije; MSM-sadržaj masti u suvoj 
materiji; VBMS- sadržaj vode u bezmasnoj materiji sira 
 
Na osnovu sastava prikazanog u tabeli uočava se da sirevi pripadaju grupi punomasnih sireva. 
Takođe, prema sadržaju vode u bezmasnoj materiji sira sirevi se mogu svrstati u kategoriju tvrdih 
sireva, mada su blizu graničnih vrednosti za polutvrde sireve (54%) (Pravilnik, 2014.). Navedeni 
sastav odgovara grupi sireva holandskog tipa, ali je važno napomenuti da u zavisnosti od brojnih 
faktora uključujući i stepen zrelosti sastav može značajno varirati.  
Jo i sar. (2018), navode da se pH vrednosti komercijalnih Gauda sireva kreće u interval 4,9 do 5,6, a 
da je prosečna vrednost 5,49 što je u potpunosti u saglasnosti sa našim rezultatima.  
Dodavanje tartufa nije značajno uticalo na sastav sireva, kao što je i očekivano s obzirom na 
količinu njihovog dodavanja. Podaci o uticaju dodataka na sastav i svojstva sireva su veoma 
oskudni i odnose se pretežno na upotrebu različitih vrsta začina. Prema našim saznanjima do sada 
uticaj tartufa na sastav i svojstva sireva nije izučavan.  
 
5.9. PROTEOLITIČKI  PARAMETRI  SIREVA TOKOM ZRENJA 
 
Zrenje sireva je poslednja faza u postupku proizvodnje brojnih sireva, posebno sirišnokoagulišućih. 
U ovoj fazi odvijaju se brojne biohemijske promene koje obuhvataju promene na proteinima, 
mastima i ugljenim hidratima, a doprinose formiranju velikog broja različitih jedinjenja koje 
doprinose definisanju senzornih svojstava sireva. Proteolitičke  promene predstavljaju najvažniji 
segment zrenja sireva i obuhvataju široki skup biohemijskih reakcija koje, zahvaljujući svom obimu 
i kompleksnosti, predstavljaju preovlađujući deo zrenja sireva. Stoga se promene na proteinima 
često označavaju kao zrenje sireva u užem smislu (Puđa, 2009). U toku proteolitičkih promena 
nastaje veliki broj različitih produkata razgradnje kazeina. Početak proteolitičkih promena 
obeležava nastanak polipeptida, zatim peptida manje molekularne mase, a kao krajnji produkti 
hidrolize protein, javljaju se aminokiseline koje se u kasnijim fazama mogu razlagati do brojnih 
jedinjenja. Kod različitih vrsta sireva, proteoliza se odvija u različitom obimu i na nju utiče veliki 
broj faktora kao što su sastav i pH vrednost sira, posebno sadržaj vode i soli, količina dodatog 
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enzima, temperature koje se koriste tokom tehnološkog postupka proizvodnje i naravno stepena 
zrelosti odnosno dužine trajanja zrenja (Miočinović, 2020; Puđa, 2009).  
Peptidi koji nastaju razgradnjom kazeina tokom zrenja sireva su  rastvorljivi u različitim vrstama 
rastvarača i na osnovu odabira rastvarača i primenjene metode ekstrakcije može se vršiti 
određivanje sadržaja peptida različite veličine. Najzastupljeniji rastvarač koji se koristi u ekstrakciji 
peptida koji nastaju tokom zrenja sireva je voda. Naime, jedan od najznačajnijih indikatora zrenja je 
sadržaj u vodi rastvorljivih azotnih materija. Ekstrakcija sa vodom efektivno separiše srednje i male 
peptide, kao i aminokiseline, koji nastaju razgradnjom proteina i velikih peptida, pretežno 
aktivnošću himozina i plazmina, a u manjoj meri enzimima startera. Smatra se da najveći deo u void 
rastvorljivog azota, RN, čine peptidi koji nastaju razgradnjom αs1–kazeina delovanjem himozina ili 
β–kazeina pod uticajem plazmina (Miočinović, 2015). 
Sadržaj u vodi rastvorljivih azotnih materija predstavlja značajan indikator zrenja sireva, posebno 
primarnih proteolitičkih promena, i razlikuje se u zavisnosti od vrste sira. Odmicanjem perioda 
zrenja sireva i favorizovanjem proteolize povećava se sadržaj u vodi rastvorljivih azotnih materija. 
Sirevi sa dugim i izraženim periodom zrenja imaju viši sadržaj RN u odnosu na sireve sa kraćim 
periodom zrenja. Sadržaj u vodi rastvorljivih azotnih materija se najčešće izražava kao udeo u 
ukupnim azotnim materijama. Ovaj parametar se naziva koeficijent zrelosti sira (KZ). Kod 
pojedinih vrsta sireva koeficijent zrelosti se značajno razlikuje, a takođe se povećava sa 
odmicanjem perioda zrenja. 
Proteoliza sireva bez i sa tartufima je ispitivana određivanjem u vodi rastvorljivih azotnih materija 
odnosno koeficijenta zrelosti nakon 90 dana zrenja što je prikazano u tabeli 20. 
 
Tabela 20. Koeficijent zrelosti (KZ) sireva nakon 90 dana 
Varijanta sira RN UN KZ 
K 0,5444 3,77±0,01 14,44±0,06 
SV 0,5694 3,84±0,08 14,83±0,33 
SM 0,5946 3,57±0,17 16,67±0,79 
SVA 0,5235 3,66±0,04 14,31±0,16 
SVF 0,9538 3,87±0,11 24,63±0,68 
SMF 0,9970 3,91±0,16 25,53±1,01 
RN-rastvorljivi azot u siru; UN-ukupan azot u siru; KZ-koeficijent zrenja sira 
 
Kao što se uočava iz tabele ustanovljena je značajna razlika u koeficijentu zrelosti između 
ispitivanih sireva. Naime, kontrolni sir kao i sirevi proizvedeni sa autoklaviranim tartufima bilo pre 
ili nakon smrzavanja su imali koeficijent zrelosti u interval od 14,31 do 16,67%. S druge strane 
sirevi proizvedeni sa flambiranim tartufima bez obzira da li su korišćeni sveži ili smrzavani dodaci 
su pokazali značajno veći koeficijent zrelosti koji se kretao u interval 24,63 do 25,53%. Kao što 
smo napomenuli stepen zrelosti izražen preko koeficijenta zrelosti kao indikatora zrenja veoma 
varira i razlikuje se u zavisnosti od različitih vrsta sireva. Primera radi, KZ gaude koji pripada grupi 
sireva holandskog tipa se kreće u intervalu 13% do 25% nakon 6, odnosno 24 nedelje zrenja 
(Miočinović, 2015).  
Prema našim saznanjima literaturni podaci o uticaju dodavanja tartufa na tok zrenja sireva ne 
postoje, što ovom radu daje posebnu značajnost, ali takođe i otvara mogućnosti za dalja ispitivanja. 
Ipak, poslednjih godina su aktuelna istraživanja koja se bave mogućnostima dodavanja različitih 
vrsta začina kao i njihovom uticaju na svojstva i tok proteolize različitih sireva. Dodavanje različitih 
vrsta biljnih dodataka se vrši u cilju poboljšanja ili kreiranja novih proizvoda sa specifičnim 
senzornim svojstvima, kao i radi ostvarivanja uticaja dodataka na poboljšanje njihovih 
funkcionalnih svojstava (El Sayed et al., 2019). Pored pozitivnog uticaja na senzorna svojstva 
sireva, upotreba začina može imati i značaja za poboljšanje mikrobiološkog statusa sireva. Kada 
razmatramo uticaj dodataka na tok i obim proteolize tokom zrenja istraživanja su vršena na 
nekolicini sireva kao što su sir u salamuri, Ras, Kerkez (Circasian) i drugi (El-Sayed et al., 2020; 
Gezmiş i Tarakçı, 2020; Tarakçı i Deveci, 2019). Tarakçı i Deveci, (2019) su ustanovili da stepen 
proteolize zavisi od vrste začina koji se koristi. S tim u vezi, intenzivniji tok proteolize je 
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ustanovljen sa dodacima kao što su crni kim i biber. Kao razlog povećanja obima proteolize autori 
navode povećanje aktivnosti prisutnih bakterija kao i enzimskih sistema. Povećanje toka proteolize 
turskih sireva kerkez proizvedenih sa različitim začinima kao što su kim, biber, bosiljak, korijander, 
su pratili Gezmiş i Tarakçı, 2020. Ustanovili su povećanje obima proteolize tokom zrenja sireva 
proizvedenih sa biberom i kimom što ukazuje da uticaj dodataka zavisi od vrste. Veći koeficijent 
zrelosti je ustanovljen i tokom zrenja Ras sira proizvedenog sa crvenom jalapeno paprikom u 
poređenju sa sirom bez dodataka (El-Sayed et al., 2020). Autori smatraju da je razlog povećanog 
obima proteolize usled dodavanja paprike povećanje rasta i aktvinosti prisutnih starter bakterija.  
Promene proteolitičkih parametara sireva bez i sa tartufima su razmatrane UREA elektroforetskom 
metodom i rezultati su prikazani na slici 31. 
Elektroforeza je fizičko–hemijska metoda za razdvajanje naelektrisanih čestica na osnovu njihove 
različite pokretljivosti u električnom polju. Elektroforetske tehnike su veoma zastupljene metode u 
izučavanju odnosno jedan od najboljih načina za razdvajanje, izolaciju i analizu bioloških 
makromolekula, prvenstveno proteina i nukleinskih kiselina. U zavisnosti šta se ispituje postoji više 
različitih elektroforetskih tehnika kao što su slobodna koja se vrši u rastvoru i zonska gde se 
razdvajanje vrši na čvrstoj podlozi, često poliakrilamidnim gelovima.  
Urea PAGE je veoma podesan alat za proučavanje proteolize tokom ranih stadijuma zrenja sireva. 
Razdvajanje frakcija koje nastaju razgradnjom proteina primenom ove tehnike se vrši na osnovu 
odnosa naelektrisanja i mase molekula. Obzirom da su elektroforetske frakcije kazeina veoma 
sličnih molekulskih masa, smatra se da je ova metoda elektroforeze podesnija za proučavanje zrenja 
sireva u odnosu na SDS PAGE. Urea je atraktivna zbog niske cene, što je velika prednost pri 
prečišćavanju većih količina proteina (Miočinović, 2015).    
 
 
Slika 31. UREA PAG elektroforetogram sireva nakon 10 i 90 (uzorci sa *) dana zrenja 
 
Razgadnja αs1 kazeina se odvija postepeno pri čemu se kod skoro svih sireva prvo razgrađuje veza 
između Phe23-Phe24 pri čemu nastaje peptidi αs1 I -kazein (f24-199). U daljem toku razgranje 
peptid αs1 I kazein (f24-199) se hidrolizuje u srenje i male peptide najčešće aktivnošću enzima 
sirila, nativnih enzima i enzima mikroorganizama. Kod većine sireva izraženija je razgradnja αs1 
frakcije u odnosu na druge delove kazeina.  
Kao što se sa slike elektroforetograma uočava, tokom zrenja svih ispitivanih sireva dolazi do 
razgradnje αs1 i β kazeina u određenom obimu. Uočava se,  što je u skladu sa rezultatima o 
koeficijentu zrelosti, da je izraženija proteoliza sireva koji su proizvedeni sa flambiranim tartufima. 
U literaturi nema podataka o toku proteolize sireva koji su proizvedeni sa ovim dodacima. Naša 
pretpostavka je da flambirani tartufi sa sobom nose određeni enzimatski sistem koji doprinosi 
povećanom obimu proteolize. Enzimski sistemi mogu poticati i od većeg broja mikroorganizama 
koji se mogu naći u flambiranim tartufima, a stvaraju enzime. Ovakvi rezultati su donekle i 
očekivani s obzirom da je ovakav način pripreme najmanje agresivan odnosno značajno drugačiji u 
poređenju sa autoklaviranjem koji verovatno u velikoj meri uništava prisutnu mikrobiotu, odnosno 
mikroorganizme koji potiču od tartufa. Tarakçı i Deveci (2019) navode da je najveći stepen 
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razgradnje αS1 kazeina ustanovljen tokom zrenja sireva proizvedenih sa timijanom (majčina dušica) 
i biberom (isot pepper), dok je smanjen obim hidrolize ovog dela kazeina ustanovljen kod sireva sa 
crvenim biberom, kimom i paprikom. Autori smatraju da je tok i obim proteolize usko povezan sa 
prisutnom mikrobiotom odnosno da antimikrobna aktivnost pojedinih začina može da inhibira 
proteaznu aktivnost mikroorganizama prisutnih u siru. Ipak, za ove tvrdnje potrebna su dodatna 
istraživanja kako bi se detaljnije sagledao uticaj dodataka na tok i obim proteolitičkih promena 
tokom zrenja sireva.  
Tokom zrenja sireva razgradnja β kazeina je često povezana sa aktivnošću nativnih enzima 
plazmina koji preferira hidrolizu ovog dela kazeina. U zavisnosti od uslova tokom tehnološkog 
postupka proizvodnje kao i sastava sireva zavisi i stepen razgradnje ovog dela kazeina. Kod 
pojedinih sireva kao što su švajcarski sirevi ili tvrdi italijanski sirevi kod kojih se koriste visoke 
temperature dogrevanja, aktivnost plazmina je veoma značajna što rezultira intenzivnoj razgradnji β 
kazeina. Ipak, kod velikog broja sireva uključujući i sireve holandskog tipa kojima pripadaju naši 
eksperimentalni sirevi, razgradnja ovog dela kazeina je značajno manje izražena u poređenju sa αs1 
kazeinom (Miočinović, 2020; Puđa, 2009). Sa elektroforetograma možemo uočiti da se i tokom 
zrenja naših sireva uočava izraženija razgradnja αs1 kazeina u poređenju sa β kazeinom. Pojedini 
autori navode da razgradnja β kazeina zavisi od vrste dodataka koji se koriste u proizvodnji sireva. 
S tim u vezi, Tarakçı i Deveci (2019) su ustanovili da je intenzitet razgradnje β kazeina najveći 
tokom zrenja sirevi sa tamjanom, potom sledi sirevi sa kimom i na kraju sa biberom. Ovi autori 
navode da je kod svih sireva sa začinima izraženija razgradnja β kazeina u poređenju sa kontrolnim 
sirom, proizvedenim bez začina. Slične rezultate su predstavili i Gezmiş i Tarakçı, (2020) koji su 
ustanovili da turski sirevi sa začinima imaju povećan obim razgradnje i αs1 i β kazeina u poređenju 
sa kontrolnim sirevima bez dodataka. Stepen razgradnje u velikoj meri zavisi od vrste začina, pa je 
tako najizraženija razgadnja αs1 kazeina ustanovljena tokom zrenja sireva proizvedenih sa kimom, a 
najintenzivnija hidroliza β kazeina sireva sa crnim biberom. Evidentno je da tok i obim proteolize 
zavise od enzimskih sistema u siru na koji u određenoj meri utiče vrsta i količina dodataka koji se 
koriste tokom proizvodnje.  
Dalja istraživanja su neophodna kako bi se detaljnije utvrdio uticaj odnosno značaj pojedinih 




























5.10. AROMATIČNA JEDINJENJA  SIREVA 
 
Analizom aromatičnih materija u sirevima tokom zrenja je utvrđeno prisustvo 57 jedinjenja, od 
kojih su izdvojena ona koja su već detektovana u tartufima nakon zamrzavanja i tretmana 
dekontaminacije i predstavljena su u tabelama 21 i 22. 
 
 







































C2H6S2 1057  
























0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,13  
ALDEHIDI 
Acetaldehid C2H4O 686 1,294 0,54 0,51 0,45 1,35 1,65 0,77  
2-metil- 
propanal 
C4H8O 816 1,655 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Slad 
2-metil- 
butanal 





































C4H8O 880 2,230 0,40 0,37 0,35 0,44 0,64 0,36 
Slatko-
oštar miris 










C5H8O2 1056 5,316 0,01 0,02 0,00 0,03 0,01 0,00 Kremast 






820  2,5 3,25 2,18 4,62 4,26 3,01  

















1145  0,00 0,00 0,00 0,00 2,46 0,01 Slatkasto 
2-butanol 
 
C4H10O 1023 4,253 0,00 0,00 0,02 0,00 0,05 0,00 Plastika 
1-propanol 
 
C3H8O 1034 4,503 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
2-metil-1-
propanol 
C4H10O 1089 6,390 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Vinasto 
2-metil-1-
butanol 
C5H12O 1215 10,96 0,01 0,02 0,02 0,05 0,10 0,01 Sir, metal 




Heksanol C6H14O 1371  0,00 0,03 0,02 0,02 0,03 0,01  




C4H4O 804 1,573 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 0,00  
3-metil- 
furan 
C5H6O 856 1,995 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
2-furan-
metanol 
C5H6O2 1673 22,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
2-pentil- 
furan 
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Tabela 22. Relativni udeo aromatičnih jedinjenja u sirevima nakon 90 dana zrenja 
Jedinjenja Formula RI 
R.T. 
min 







Relativni udeo od ukupnih isparljivih 
jedinjenja (%) 
SUMPORNA JEDINJENJA 















C2H6S2 1057  
























0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23  
ALDEHIDI 





C4H8O 816 1,655 0,5 0,5 0,1 0,9 0,2 0,00 Slad 
2-metil- 
butanal 





C5H10O 911 2,511 0,67 4,4 1,4 8,9 9,6 0,89 
Lešnik, 
kakao 








































2,3-pentandion C5H8O2 1056 5,316 0,01 0,02 0,00 0,05 0,01 0,0 Kremast 






820  2,25 2,75 ,5 3,3 2,5 5,5  

























1145  0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Slatkast 
2-butanol 
 
C4H10O 1023 4,253 0,00 0,02 0,01 0,41 0,32 0,00 Plastika 
1-propanol 
 




C4H10O 1089 6,390 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Vinasto 
2-metil-1-
butanol 
C5H12O 1215 10,961 0,02 0,05 0,05 0,2 0,1 0,01 Sir, metal 
1-okten-3-ol 
 











1220  0,01 0,01 0,03 1,52 1,9 0,01  
FURANI 
Furan C4H4O 804 1,573 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
3-metil- furan C5H6O 856 1,995 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  
2-furan-
metanol 
C5H6O2 1673 22,003 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  





Analizom prisustva aromatičnih jedinjenja je utvrđeno da se tokom perioda zrenja sadržaj menjao u 
intervalu od 60. do 90. dana zrenja. U pogledu sastava komponenti aromatičnosti nije bilo značajnih 
razlika u prisustvu različitih jedinjenja, tako da je u obe tačke ispitivanja detektovano prisustvo 
sumpornih jedinjenja, aldehida, ketona, alkohola, dok furani nisu detektovani. S obzirom da se 
aromatična jedinjenja dobijaju brojnim primarnim i sekundarnim biohemijskim reakcijama koje se 
odvijaju tokom zrenja sireva i da se sadržaj isparljivih komponenti povećava tokom zrenja, 
razumljivo je da je relativni udeo ovih jedinjenja veći u završnim fazama zrenja. Do sličnih 
rezultata su došli i Stojnik i sar. (2020) pokazavši da se u starijem gauda siru dobijaju veće količine 
aromatičnih materija u odnosu na srednje stari i mladi sir. S obzirom da je u ovom radu praćeno 
zrenje do 90 dana kada se postiže komercijalna zrelost, glavna analiza sadržaja aromatičnih materija 
će biti upravo na ovoj tački ispitivanja, odnosno kod sireva koji su postigli komercijalnu zrelost. 
Nakon 90 dana zrenja detektovano je prisustvo sumpornih jedinjenja (1), aldehida (8), ketona (8) i 
alkohola (9). 
Analizom sumpornih jedinjenja je utvrđeno da u svim varijantama sireva bez dodatka veštačke 
arome nije detektovano prisustvo sumpornih jedinjenja. U varijanti sira sa veštačkom aromom je 
utvrđeno prisustvo  2,4-ditiopentana i to u 60. danu  0,13% i u 90. danu se povećao na 0,23%. Ovo 
jedinjenje je u 60. danu u vrlo maloj koncentraciji detektovano i kod varijante sira sa smrznutim 
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flambiranim tartufom, a kasnije u 90. danu ovo jedinjenje nije detektovano. Imajući u vidu da je 
jedinjenje 2,4-ditiapentan osnovna komponenta u sastavu veštačke arome, bilo je za očekivati da će 
se ovo jedinjenje detektovati u varijanti sira gde je dodata veštačka aroma. S obzirom da je 2,4-
ditiapentan detektovan u T. magnatum kao glavni nosilac arome (Splivalo et al., 2012; Stojnik et al., 
2020), ovo jedinjenje nije ni bilo očekivano u ostalim varijantama sireva. Njegova pojava u siru sa 
flambiranim smrznutim tartufom nije bila očekivana i može se tumačiti kao međuprodukt u 
biohemijskim transformacijama isparljivih jedinjenja u ovom siru, pogotovo ako se uzme u obzir da 
ovo jedinjenje više nije detektovano do kraja procesa zrenja. 
Nedostatak sumpornih jedinjenja nije bio očekivan kod svih ostalih varijanti sireva, pogotovo što se 
na senzornoj oceni sireva pokazalo da sirevi imaju prijatan miris na tartufe. Međutim, imajući u 
vidu da se tokom smrzavanja i termičke dekontaminacije znatno smanjuje sadržaj sumpornih 
jedinjenja, dodati tartufi u sir su u startu imali nizak sadržaj ovih jedinjenja. Jasno je da je u 
složenim biohemijskim promenama u siru tokom zrenja došlo do biohemijskih promena u kojima su 
se ova jedinjenja transformisala. 
Interesantno je zapaziti da i u varijanti sira u kojoj je dodat svež tartuf, nisu detektovana sumporna 
jedinjenja, pogotovo DMS, koji je u svežem tartufu detektovan u visokoj koncentraciji od 3,97% 
(tabela 8) što potvrđuje pretpostavku da se ovo jedinjenje tokom 60 dana zrenja sira transformisalo, 
pa samim tim nije ni detektovano. S obzirom da u literaturi nema podataka o promenama isparljivih 
jedinjenja u sirevima sa tartufima, ne možemo se pozvati na rezultate drugih autora, tako da 
možemo samo pratiti šta su drugi autori otkrivali o promenama isparljivih jedinjenja sireva 
holandskog tipa bez dodavanja tartufa.  Prema podacima Van Leuven i sar. (2008), utvrđeno je da 
se sadržaj sumpornih jedinjenja povećava tokom zrenja gauda sira. Prema ovim autorima sadržaj 
metantiol u siru starom 6 nedelja nije detektovan, a sa zrenjem u siru od 4 meseca do 10 meseci 
starosti sadržaj ovog jedinjenja se povećavao. DMS nije bio detektovan ni u jednom siru starosti od 
6 nedelja do 10 meseci, dok su jedinjenja DMDS i DMTS detektovana u ranijim fazama zrenja i 
kasnije se njihov sadržaj povećavao. 
Detekcija aromatičnih isparljivih materija umnogome zavisi od načina ekstrakcije i načina same 
detekcije, pa su mnogi autori dobijali veoma različite rezultate o sastavu aromatičnih materija 
zavisno od tehnike koju su primenjivali za njihovu ekstrakciju. Bertuzzi i sar. (2018) su utvrdili da 
se DHS (dynamic headspace extraction), TD (thermal desorption), HS-SPME (headspace solid-
phase microextraction), P&T (purge and trap), and SDE (simultaneous distillation-extraction) mogu 
detektovati sumporna jedinjenja kao što su DMDS i DMTS u različitim vrstama sireva i da se 
dobijene vrednosti mogu značajno razlikovati, zavisno od primenjene tehnike. 
Analizom relativnog udela ketona, utvrđeno je da su ona bila najzasupljenija kod varijanti sireva sa 
svežim i zamrznutim flambiranim tartufima (SVF i SMF), što je u skladu sa podacima o prisustvu 
ovih jedinjenja kod tartufa pripremljenih za primenu u proizvodnji sireva, tabela 14. Takođe, 
varijante sireva sa dodatim flambiranim tartufima, su i na senzornoj oceni dobile znatno više ocene 
u odnosu na varijante sa autoklaviranim tartufima. 
Poredeći podatke sadržaja aromatičnih ketona dobijenih iz sireva, sa onima koji su dobijeni u 
svežim i smrznutim tatufima, utvrđeno je prisustvo 8 ketona u sirevima, dok je u tartufima bilo 
identifikovano 4 ketonska jedinjenja. Povećan broj detektovanih ketona je svakako posledica niza 
biohemijskih reakcija, koje se odigravaju u samom siru tokom procesa zrenja. Ovu pretpostavku 
potvrđuje i čunjenica da je većina ovih jedinjenja identifikovana i u kontrolnom siru bez tartufa, pri 
čemu procesima hidrolize, oksidacije i esterifikacije pored nastanka ketona, nastaju slobodne masne 
kiseline i estri koji doprinose kompletnom mirisu i ukusu sireva (Alewijn et al., 2005; McSweeney i 
Sousa, 2000). 
Jedinjenje 2,3-butandion je aromatično jedinjenje koje može da nastane aktivnošću starter kultura 
metabolizmom pirogrožđane kiseline i citrata (Jo et al., 2018). Ovu činjenicu potvrđuje i podatak da 
je ovo jedinjenje identifikovano i u kontrolnom siru bez tartufa (5,25%). Poznato je da se ovo 
jedinjenje nalazi u sirevima holandskog tipa i nastaje iz diacetila i acetoina koji su povezani 
reverzibilnim reakcijama, pri čemu daje prijatnu aroma na maslac i krem (Feng et al., 2019).  
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Međutim, kada se pogledaju vrednosti relativnog udela ovog jedinjenja, evidentno je da je sadržaj 
ovog jedinjenja u sirevima sa flambiranim tartufima najveći (SVF=24,3% i SMF=19,6%), potom su 
sirevi sa autoklaviranim tartufima i sirevi sa veštačkom aromom, a kontrolni sir ima najmanji udeo 
ovog jedinjenja (5,25%). Kod sira sa svežim flambiranim tartufom je utvrđeno znatno veće 
prisustvo ovog jedinjenja u odnosu na sir sa smrznutim flambiranim tartufom. Veći sadržaj ovog 
jedinjenja u sirevima sa tartufima je jasna posledica dodavanja tartufa, pogotovo kada se uzme u 
obzir visok sadržaj ovog jedinjenja u flambiranim tartufima (tabela 14). Treba istaći da su Paloma i 
sar. (2003), takođe dokazali prisustvo ovog jedinjenja u crnim tartufima Italije.  
Što se tiče jedinjenja 2-butanon, može se konstatovati njegova značajna uloga u sastavu ketonskih 
jedinjenja u svim varijantama sireva. U kontrolnom siru starom 90 dana sadržaj ovog jedinjenja je 
bio najniži (0,35%), dok je u siru sa smrznutim flambiranim tartufom, sadržaj ovog jedinjenja bio 
deset puta veći (3,5%). Evidentno je da je smrznuti flambirani tartuf bio odličan nosač ove 
aromatične komponente u siru. Kod ostalih varijanti, zastupljenost ovog jedinjenja je bila približna 
(0,46-0,60%). Ovo jedinjenje je inače prisutno u polutvrdim sirevima holandskog tipa (Jo et al., 
2018) i ima slatko-oštar miris. 
Na račun smanjenja sadržaja alkohola, stvaraju se aldehidi, oksidacijom 2-butanola nastaju 2-
butanon (Vahdatzadeh
 
et al., 2019). Takođe, aldehidi mogu nastati od ugljovodonika male 
molekulske mase (na primer, od butenala nastaje butanon (ozonolizom), od alkina, adicijom vode, 
mogu da nastanu aldehidi i ketoni). 
Za ovo jedinjenje je utvrđeno da se može smatrati jednim od markera arome T. aestivuma (Palacios 
et al., 2012). 2-butanon zajedno sa 2-butanolom je detektovan uglavnom u svim uzorcima T. 
aestivum, pri čemu autori ističu da se  2- butanon smatra i markerom kvaliteta, jer svi uzorci koji su 
sadržali nizak nivo 2-butanona su imali neprijatan miris zemljišta, korenja, osim uzoraka gde je 
utvrđeno veće prisustvo 1-octen-3-ola, koji su pokazali prihvatljivu aromu  (Strojnik et al.,2020).   
Kada su u pitanju ostali ketoni u sirevima od 90 dana, za 2-pentanon i 2-heptanon je utvrđeno 
najveće prisustvo opet u uzorcima sireva sa flambiranim tartufima, pri čemu je sadržaj u sirevima sa 
svežim tartufima bio veći. Takođe, ova dva jedinjenja su detektovana i u kontrolnom siru, ali u 
manjoj zastupljenosti. U uzorcima sireva od 60 dana nije detektovano prisustvo 2-pentanona, dok je 
sadržaj 2-heptanona bio znatno niži u odnosu na 90. dan (Boltar et al., 2016). 
Jedinjenje 3-hidroksi-2-butanon je jedinjenje koje nije bilo detektovano u tartufima za primenu u 
proizvodnju sireva, dok je u sirevima detektovano sa velikim udelom. U kontrolnom siru je prisutan 
sa 28,74%, a na sličnom nivou je bio i u svim ostalim varijantama sireva sa dodatim tartufima i 
aromom (24,20-27,5%). S obzirom na ovako visok udeo ovog jedinjenja u kontrolnim sirevima, ne 
bi se moglo zaključiti da je dodavanje tartufa imalo uticaj na prisustvo ovog jedinjenja u 
varijantama sireva sa tartufima. 
Jedinjenje 3-oktanon je detektovano sa malim udelom kod sireva sa flambiranim tartufom, a kod 
kontrolnog sira i sira sa veštačkom aromom nije detektovano. Ovo jedinjenje ima karakterističan 
miris na pečurke i takođe se smatra jednim od markera mirisa T. aestivum (Palacios et al., 2012).  
Što se tiče sadržaja aldehida u sirevima od 90 dana, najzastupljenija su bili 2-metil-butanal, 3-metil-
butanal, acetaldehid i 2-metil-propanal. Poredeći sadržaj ovih jedinjenja u varijantama proizvedenih 
sireva, detektovano je da je najveći relativni udeo ovih jedinjenja bio u varijantama sireva sa 
flambiranim tartufima, pri čemu je kod sira sa smrznutim flambiranim tartufom udeo ovih 
jedinjenja veći u odnosu na sir sa svežim flambiranim tartufom (2-metil-butanal, 3-metil-butanal), 
što se može objasniti “efektom zamrzavanja” (Palacios et al., 2012), jer 2 i 3-metil-butanol prelaze 
u 2 i 3-metil-butanal na niskim temperaturama. Na osnovu sadaržaja ovih jedinjenja, može se reći 
da se smrznuti tartuf može uspešno primeniti, pri čemu je sadržaj aromatičnih aldehida na znatno 
višem nivou u odnosu na sve ostale varijante sireva. Sadržaj ovih aldehida je detektovan i u 
kontrolnom siru, ali na najnižem nivou u odnosu na ostale varijante sireva (tabela 21, 22).  
Poznato je da je proteoliza primarna reakcija tokom zrenja sireva, pri čemu se aroma razvija 
procesima katabolizma peptida i slobodnih masnih kiselina (McSweeney i Sousa, 2000).  Smatra se 
da mali peptidi i slobodne amino kiseline predstavljaju agense formiranja arome kod većine sireva 
(McSweeney i Sousa, 2000). Nadalje, ova jedinjenja doprinose aromi sireva, kao prekursori 
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nastanka isparljivih jedinjenja kao što su aldehidi, alkoholi, sumporna jedinjenja i dr. (Yvon i 
Rijnen, 2001). Putevi degradacija amino kiselina u sirevima su glavni procesi aktivnosti enzima 
obuhvaćenih procesima deaminacije, transaminacije, dekarboksilacije i dr. (McSweeney i Sousa, 
2000). Takođe i hemijska degradacija Strecker-ovom degradacijom je veoma važan put koji se 
javlja tokom zrenja sireva (Yvon i Rijnen, 2001).   
Najzastupljenija jedinjenja u eksperimantalnim sirevima su bila 2-metil-butanal i 3-metil-butanal, 
čiji se sadržaj u sirevima sa svežim flambiranim tartufima kretao od 7,1-7,8% i smrznutim 
flambiranim tartufima od 8,9-9,6%. Kod varijanti sireva sa autoklaviranim sirevima i sirevima sa 
veštačkom aromom, sadržaj ovih jedinjenja je bio znatno niži i kretao se od 0,3-1,8% za 2-metil-
butanal i 1,4-2,4% za 3-metil-butanal. Ova jedinjenja su nosioci mirisa na kakao badem i lešnik 
(Feng et al., 2019) i daju prijatan miris proizvodu. Smatra se da ova jedinjenja potiču iz samih 
tartufa i da nastaju tako što ih sama gljiva sintetiše i to uglavnom od amino kiselina kao što su 
leucin i izoleucin (Erlichov put), a kasnije se mogu transformisati do 2-metil-butanola i 3-metil-
butanola (Splivallo et al., 2007; Talou et al., 1990). Takođe je potvrđeno da 3-metil-butanal, 3-
metil-1-butanol, acetaldehid i heksanal mogu biti produkti metabolizama nekih bakterija (Combet et 
al., 2006). S obzirom da je u sirevima prisutna brojna mikrobiota starterskih i nestarterskih 
bakterija, jasno je da veliki uticaj na formiranje ovih jedinjenja imaju i biohemijski procesi i 
produkti metabolizma prisutnih mikroorganizama (Vahdatzadeh et al., 2018). Ova konstatacija je 
potvrđena i rezultatima Jo i sar. (2018), koji su pokazali da se sadržaj 2- i 3-metilbutanala povećava 
tokom zrenja Gauda sireva. Međutim, prvi korak u razgradnji amino kiselina u sirevima je enzimski 
katalizovana reakcija transaminacije, koja se dalje nastavlja dekarboksilacijom ili Streckerovom 
reakcijom, produkujući odgovarajuće aldehide (Yvon i Rijnen, 2001; McSweeney i Sousa, 2000). 
Razgranate amino kiseline kao što su izoleucin, leucin i valin se razgrađuju aminotransferazama ili 
Strecker ovom razgradnjom, produkujući razgranate aldehide, kao što su 2- i 3-metilbutanal i 2-
metil-propanal (Marilley i Casey, 2004; McSweeney i Sousa, 2000; Yvon i Rijnen, 2001). 
Ovi aldehidi doprinose stvaranju mirisa na lešnik, badem i kakao u siru (Yvon i Rijnen, 2001). 
Imajući u vidu da je sadržaj 2- i 3-metilbutanala bio znatno veći u sirevima sa svežim i smrznutim 
flambiranim tarufima, može se konstatovanti da su flambirani tartufi bili nosioci enzima, koji su 
doprineli ovim rezultatima nastanka 2- i 3-metilbutanala.  
Takođe i druga aromatična jedinjenja karakterističnog mirisa, koja su sastavni deo isparljivih 
jedinjenja tartufa, npr. benzaldehid koji ima miris gorkog badema, takođe mogu biti proizvod 
katabolizma aminokiselina (fenilalanina) (Hazelwood et al., 2008). 
Što se tiče prisustva alkohola, rezultati su pokazali da su varijante sireva sa flambiranim tartufima 
pokazale veći sadržaj alkohola u odnosu na sve ostale varijante sireva, osim u sadržaju etanola. 
Etanol je bio najzastupljeniji kod svih varijanti sireva, koji nosi alkoholni miris i lako se 
transformiše u druga jedinjenja. Jedinjenja koja su važna za aromu tartufa, a koja se pojavljuju u 
sirevima su 2-butanol, 2-metil-butanol i 1-okten-3-ol. Sva tri jedinjenja su najviše zastupljena kod 
sireva sa flambiranim tartufima, pri čemu je 2-butanol bio zastupljeniji kod sira sa smrznutim 
flambiranim tartufom i iznosio 0, 41%, a kod sira sa svežim 0,32%. Za obe vrsta sira je utvrđeno da 
je sadržaj 2-metil-butanola bio približan i iznosio 0,2% u siru sa svežim tartufom i 0,1% za sir sa 
smrznutim tartufom. Važno aromatično jedinjenje za aromu tarufa je i 1-okten-3-ol, koji nije 
detektovan ni u jednoj varijanti sira, osim kod sira sa svežim flambiranim (0,32%) i sira sa 
smrznutim tartufom 0,22%. Kod sireva sa veštačkom aromom nije detektovano ni jedno od 
navedenih jedinjenja. Jedinjenja 2-metil-butanol i 1-okten-3-ol imaju prijatan miris, pri čemu prvo 
ima miris na sir, a drugo na beli luk i pečurke (Feng et al., 2019). Prema literaturi, 3-metil-butanol, 
1-octen-3-ol i druga jedinjenja kao što su 3-metil-butanal, 3-octanone, heksanal i acetaldehid se 
javljaju u više od 50% svih vrsta tarufa (Stojnik et al., 2020), pri čemu su koncentarcije C4–
isparljivih jedinjenja (2-butanon i 2-butanol) ili C8- jedinjenja (1-okten-3-ol, 1-okten-3-one i 3-
oktanol) u korelaciji sa klon/gena, a ne od genetskog klastera (Molinier et al., 2015). U ranijim 
istraživanjima je potvrđeno da kod T. aestivum postoji jaka povezanost između koncentracija C8 
isparljivih jedinjenja i genotipa (Splivalo et al., 2012). 
REZULTATI I DISKUSIJA 
72 
 
Generalno se može zaključiti da su sirevi sa svežim i smrznutim flambiranim tartufima imali veći 
udeo svih jedinjenja koja su važni nosioci arome tartufa, pri čemu je sir sa svežim tartufom imao 
neznatno veći sadržaj ovih jedinjenja, čime je potvrđena hipoteza, da je moguće naći tretman 
čuvanja i pripreme tartufa za proizvodnju sireva, a da se dobije visok kvalitet sira. Poredeći ove 
rezultate sa rezultatima dobijenim za sir sa veštačkom aromom, uključujući i rezultate senzorne 
ocene, utvrđeno je da su sirevi sa flambiranim tartufima, kao nosioci arome mnogo prihvatljiviji od 
sireva sa veštačkom aromom. 
 
5.11. SENZORNA ANALIZA SIREVA 
 
Senzorne ocene nakon 1 i 3 meseca zrenja svih varijanti proizvedenih sireva su prikazani u 
tabelama 23 i 24. 
Kao što je i očekivano izgled sireva, kao i tekstura, se nije razlikovala između varijanti sireva. 
Generalno, svi sirevi su se odlikovali adekvantim spoljašnjim izgledom uključujući i boju. Na 
preseku sireva je bilo nekoliko pravilnih šupljika što je tipično za sireve holandskog tipa 
(Miočinović, 2020). Pored toga, na preseku sira su se jasno uočavala zrna tartufa.  
 
 
Slika 32. Sir sa tartufima 
 
Uticaj dodavanja različito pripremljenih tartufa je uočen na mirisu, a posebno ukusu sireva, nakon 1 
i 3 meseca zrenja. Najniže ocene u pogledu mirisa i ukusa su imali sirevi proizvedeni uz dodatak 
veštačke arome što se uočava i sa najnižom ocenom % od maksimalno mogućeg kvaliteta (MKV). 
Generalno, možemo iz prikazanih rezultata zaključiti da svi sirevi pripadaju grupi odličnih sireva 
osim sireva proizvedenih sa aromom. Takođe, najbolje ocenjeni sirevi nakon 1 i 3 meseca zrenja su 
sirevi proizvedeni sa tartufima koji su pripremljeni postupkom flambiranja. Ovakvi rezultati su i 
očekivani s obzirom da takav način pripreme u najvećoj meri zadržava prirodna svojstva tartufa. 
Ovo je u skladu i sa rezultatima ispitivanja proteolitičkih promena u kojima je ustanovljen veći 
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Tabela 23. Senzorna ocena sireva nakon 30 dana zrenja 
 
  Izgled Miris Tekstura Ukus %MKV 
K Xsr 4,81a 4,50 4,69a 4,56a 92,56 
 Sd 0,37 0,27 0,26 0,32 3,89 
 Cv 7,73 5,94 5,52 7,02 4,20 
SV Xsr 4,56a 3,94ab 4,25a 4,00ab 83,00 
 Sd 0,22 0,35 0,27 0,30 3,58 
 Cv 4,86 8,82 6,29 7,47 4,32 
SMF Xsr 4,28a 4,19ab 4,33a 4,28a 85,63 
 Sd 0,43 0,18 0,11 0,16 1,79 
 Cv 10,08 4,22 2,65 3,74 2,09 
SVF Xsr 4,38a 4,45 4,38a 4,31a 87,23 
 Sd 0,50 0,21 0,30 0,40 5,59 
 Cv 11,43 4,73 6,83 9,17 6,41 
SM Xsr 4,53a 4,00ab 4,28a 4,13ab 84,28 
 Sd 0,34 0,38 0,16 0,23 3,23 
 Cv 7,48 9,45 3,74 5,61 3,83 
SVA Xsr 4,53a 3,83b 4,31a 3,59b 79,70 
 Sd 0,28 0,66 0,91 0,71 11,84 
 Cv 6,21 17,18 21,19 19,65 14,86 
 
 
Tabela 24. Senzorna ocena sireva nakon 90 dana zrenja 
 
  Izgled Miris Tekstura Ukus %MKV  
K Xsr 4,94a 4,94a 4,94a 4,91a 98,50 
 Sd 0,18 0,18 0,18 0,19 3,08 
 Cv 3,58 3,58 3,58 3,79 3,13 
SV Xsr 4,94a 4,42a 4,39a 4,25ab 88,42 
 Sd 0,13 0,31 0,36 0,37 5,10 
 Cv 2,71 7,08 8,26 8,75 5,77 
SMF Xsr 4,92a 4,86a 4,78a 4,67a 95,41 
 Sd 0,18 0,17 0,22 0,46 5,08 
 Cv 3,58 3,49 4,58 9,80 5,32 
SVF Xsr 4,92a 4,91a 4,83a 4,95a 98,08 
 Sd 0,18 0,17 0,20 0,06 2,19 
 Cv 3,58 3,54 4,14 1,31 2,23 
SM Xsr 4,89a 4,31b 4,73a 4,19b 89,52 
 Sd 0,22 0,25 0,26 0,49 4,56 
 Cv 4,41 5,80 5,55 11,73 5,09 
SVA Xsr 4,70a 3,73b 4,53a 3,75b 82,50 
 Sd 0,43 0,75 0,62 0,75 9,65 
 Cv 9,20 19,96 13,73 20,08 11,70 
 
Pored navedenog važno je istaći da su svi sirevi imali bolja senzorna svojstva posebno ukus nakon 3 
meseca zrenja. Najbolje ocenjeni su kontrolni sir (K) i sirevi sa tartufima dodati nakon flambiranja 
(SVF) ili nakon čuvanja u smrznutom stanju a potom flambirani (SMF). Ovi sirevi su se odlikovali 
sa 98,5% 98,08% i 95,41% od maksimalno mogućeg kvaliteta što ih svrstava u grupu odličnih 
sireva.  
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Kao što smo ranije napomenuli, podaci o svojstvima sireva sa tartufima prema našim saznanjima ne 
postoje u literaturi. Sagledavajući svojstva sireva proizvedenih sa različitim dodacima posebno 
začinima može se zaključiti da dodavanje dodataka poboljšava senzorna svojstva i pozitivno utiče 
na divergenciju vrsta sireva na tržištu. S tim u vezi, kvalitet sireva proizvedenih u okviru ove 
doktorske disertacije, jasno pokazuje da bi sigurno našli svoje mesto na tržištu. Generalno, možemo 
izneti mišljenje da različit način pripreme tartufa nije uticao značajno na urušavanje senzornog 



















































Analizom rezultata ovog rada došlo se do sledećih zaključaka: 
 
1. Izolacijom mikroorganizama sa površine i unutrašnjosti askokarpa tartufa, dobijeno je ukupno 35 
bakterijskih izolata (26 sa površine i 9 iz unutrašnjosti askokarpa) crnog tartufa Tuber aestivum. 
 
 2. Rezultati API testa su pokazali da su u najvećem broju prisutne vrste iz roda  Bacillus 20, zatim 
po 3 izolata iz rodova Pseudomonas i Aeromonas, po 2 izolata Staphylococcus sp. i Brevibacillus 
brevis, po 1 iz rodova Arthrobacter  i Microbacterium. 
 
3. Utvrđeno je da su izolati iz roda Bacillus izdvojeni najvećim delom sa površine (18), dok kod 
broja ostalih izolata nije bilo značajnih razlika. Izolati roda Bacillus pripadali su sledećim vrstama: 
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus sphaericu, Bacillus firmus, Bacillus mycoides, 
Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus pumillus i Bacillus circulans. 
 
4. Analizom sekvenciranja je utvrđeno da najveći broj izolata (19) pripada vrstama roda Bacillus, 
od kojih je 18 izolovano sa površine i 1 iz unutrašnjosti askokarpa. Ostali sojevi se mogu svrstati u 
6 rodova: Pseudomonas sp. (4), Staphylococcus sp. (3), Brevibacterium sp. (2), Microbacterium sp. 
(1), Enterococcus sp. (1) i Arthrobacter sp. (1). 
 
5. Identifikacijom aktinomiceta, dobijeno je 5 različitih izolata, od kojih su 2 pripadala rodu 
Actinomyces, a tri Streptomyces rodu. 
 
6. Izolacijom gljiva izdvojeno je 4 različita izolata i to svi sa površine askokarpa, dok u 
unutrašnjosti askokarpa nije utvrđeno prisustvo filamentoznih gljiva. Identifikovane su 
filamentozne gljive: Penicillium notatum, Fusarium sp., Rhizophus sp. i Trichoderma sp.   
 
7. Izolacijom kvasaca sa površine i unutrašnjosti askokarpa tartufa, dobijeno je ukupno 7 izolata, pri 
čemu su svi bili izdvojeni sa površine askokarpa. Makroskopskim i mikroskopskim ispitivanjem, 
odabrano je 4 izolata kvasaca, koji su na  API 20C AUX testu identifikovani kao: Saccharomyces 
cerevisiae, Candida guillermondii, Cryptococus humicalus i Kloeckera apiculata.  Izolati kvasaca 
na osnovu 18s rRNK, identifikovani su kao Cryptococcus albidus, Debaroyces hanseinii, Candida 
fermentati i Rhodotorula mucilaginosa.    
                        .                                                     
8. U svežem tartufu i tartufima koji su podvrgnuti različitim režimima zamrzavanja, ukupno je 
detektovano 57 isparljivih jedinjenja, od kojih je 26 izdvojeno kao značajnija: jedinjenja koja sadrže 
sumpor (5), aldehidi (7), ketoni (4), alkoholi (6) i furani (4). 
 
9. Pri svim režimima zamrzavanja je utvrđeno prisustvo sumpornih jedinjenja metantiol, dimetil-
sulfid (DMS), dimetil-disulfid (DMDS), dimetil-trisulfid (DMTS), pri čemu je u nultom danu 
sadržaj DMS bio najveći (3,97%). Tokom čuvanja smrznutih tartufa, utvrđen je trend povećanja 
sadržaja matantiola, tako da je učešće ovog jedinjenja u 90. danu bilo 2-3 puta veće nego u nultom 
danu. Sadržaj DMDS i DMTS se najmanje promenio tokom 90 dana čuvanja. Pri svim režimima 
zamrzavanja, promene u sadržaju sumpornih jedinjenja su bile veoma slične, pri čemu je sadržaj 
metantiola kod režima    -20°C, 90. dana bio veći u odnosu na ostala sumporna jedinjenja. 
 
10. Kao glavni isparljivi aldehidi detektovani su: acetaldehid, 2-metil-propanal, 2-metil-butanal i 3-
metil-butanal. Proces zamrzavanja je uticao na smanjenje koncentracije acetaldehida, tako da je u 
nultom danu ona bila duplo manja u odnosu na svež tartuf. Među različitim režimima zamrzavanja 




propanala se nije značajno razlikovao u zavisnosti od tretmana zamrzavanja. Nakon zamrzavanja 
svim tretmanima, sadržaj se povećao dva puta u odnosu na svež tartuf, a tokom čuvanja, sadržaj 2-
metil-propanala se smanjivao tako da je nakon 90 dana koncentracija u svim uzorcima opala 
približno dvadeset puta. Pri svim režimima zamrzavanja koncentracija 2-metil-butanala je veća 
nego kod svežeg tartufa u nultom danu. Tokom čuvanja, kod svih uzoraka sadržaj 2-metil-butanala 
pokazuje trend rasta, osim kod uzorka tretiranog u tečnom azotu i čuvanog na -20°C u 90-om danu. 
 
11. Od ketona praćen je sadržaj: 2-butanona, 2,3-butanediona, 2,3-pentanediona, 3-oktanona.  
Pokazalo se da  je sadržaj 2-butanona višestruko veći nakon zamrzavanja i čuvanja na -20°C, a 
sadržaj 3-oktanona nešto veći kod liofilizovanog tartufa, dok kod ostalih ketona nije bilo značajnih 
razlika. 
 
12. Od alkohola praćeno je 6 jedinjenja: etanol, 2-butanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil 
1-butanol, 1-okten-3-ol. Utvrđeno je najveće prisustvo 2-butanola, pri čemu režimi zamrzavanja 
nisu imali uticaja na njegov sadržaj u nultom danu, a tokom vremena relativni udeo ovog jedinjenja 
se značajno povećavao, tako da je u 90. danu kod smrznutih tartufa, sadžaj bio veći nego u svežem 
tartufu. Najveće koncentracije ovog jedinjenja su dobijene smrzavanjem na -20°C u 90. danu, dok 
se u slučaju liofilizacije, sadržaj ovog jedinjenja drastično smanjio. 
 
13. Klasu derivata furana predstavljali su: furan, 3-metil-furan, 2-pentil-furan i 2-furan-metanol. 
Među njima, jedinjenje furan je pokazao najšire razlike u koncentraciji. U pogledu sadržaja ovog 
jedinjenja, liofilizacija se pokazala kao nešto bolji režim zamrzavanja u odnosu na ostale.  
 
14. Mikrobiološki status tretiranih tartufa za primenu u proizvodnji sireva je pokazao da je postupak 
dekontaminacije sterilizacijom u autoklavu dao bolji efekat, gde je postignuta potpuna sterilnost, 
dok je postupak flambiranja pokazao takođe veoma dobar učinak. Kod svežeg tartufa je pokazano 
prisustvo od 10
7
 cfu/g  mezofilnih bakterija, koji se postupkom flambiranja smanjio na nivo od 10
3
 
cfu/g. U okviru ukupnog broja mezofilnih bakterija dominantne su bile vrste roda Bacillus, koje su 
u svežem tartufu bile na nivou 10
5
 cfu/g, a nakon flambiranja broj je bio 10
2
 cfu/g. Enterobakterije i 
koliformne bakterije nisu detektovane u flambiranom tartufu, a broj sulfitoredukujućih klostridija je 
pao na 11 cfu/g.  
 
15. Na osnovu sadržaja aromatičnih jedinjenja u tartufima, nakon flambiranja i autoklaviranja,  
utvrđeno je da je flambiranje postupak kojim se bolje čuvaju aromatične materije u tartufu, osim 
kod sadržaja DMS, acet-aldehida, heksanala, 2-metil-1-propanola i 2,3-butanediona. Kod 
flambiranih tartufa sadržaj metantiola je bio veći, dok je sadržaj DMS bio manji, a sadržaj ostalih 
sumpornih jedinjenja je bio približan.   
Sadržaj aldehida kod flambiranih tartufa je pokazao povećanje acetaldehida, a sadržaj  2-metil-
propanala, se povećao čak tri puta u odnosu na svež tartuf.  Sadržaj ostalih aldehida kod svežeg i 
flambiranih tartufa je bio približan.  
Sadržaj ketona kod flambiranih tartufa se nije značajno razlikovao u odnosu na svež tartuf, osim 
kod sadržaja 3-oktanona, koji se smanjio jedan i po put.  
 
16. Mikrobiološkom analizom sireva u svim uzorcima sireva nije detektovano prisustvo 
enterobakterija i sufitoredukujućih klostridija tokom 90 dana zrenja. Starter kulture i autohtona 
probiotska kultura  Lb. plantarum 564 su u svim varijantama sireva bile prisutne u visokom broju 8-
9 log jedinica tokom svih 90 dana. Varijante sa flambiranim svežim i flambiranim smrznutim 
tartufima imale su od početka do kraja zrenja broj od 9 log jedinica, dok je kod ostalih varijanti 
(kontrolni sir bez tartufa i varijante sa autoklaviranim tartufima i veštačkom aromom), broj starter 






17. Hemijski sastav sireva je pokazao da sirevi pripadaju grupi punomasnih tvrdih sireva. 
Dodavanje tartufa nije značajno uticalo na hemijski sastav sireva.  
 
18. Ustanovljena je značajna razlika u koeficijentu zrelosti između ispitivanih sireva. Kontrolni sir i 
sirevi proizvedeni sa autoklaviranim tartufima, bilo svežim ili zamrznutim, su imali koeficijent 
zrelosti u interval od 14,31-16,67%. Sirevi proizvedeni sa flambiranim tartufima, sveži ili 
smrzavani, su pokazali značajno veći koeficijet zrelosti koji se kretao u interval 24,63-25,53%.  
 
19. Elektroforetskim ispitivanjem proteolize tokom zrenja sireva,utvrđena je izraženija proteoliza 
kod varijanti sireva koji su proizvedeni sa flambiranim tartufima, što je u skladu sa rezultatima o 
koeficijentu zrelosti. 
 
20. Analizom prisustva aromatičnih jedinjenja je utvrđeno da se tokom zrenja sadržaj aromatičnih 
materija menjao u intervalu od 60. do 90. dana zrenja. U pogledu sastava komponenti aromatičnosti 
nije bilo značajnih razlika u prisustvu različitih jedinjenja, tako da je u obe tačke ispitivanja 
detektovano prisustvo sumpornih jedinjenja, aldehida, ketona i alkohola. 
 
21. Analizom sumpornih jedinjenja je utvrđeno da u svim varijantama sireva bez dodatka veštačke 
arome nije detektovano prisustvo sumpornih jedinjenja, osim 2,4-ditiapentana, koje je detektovano 
u koncentarciji 0,01% u 60. danu kod varijante sira sa smrznutim flambiranim tartufom, a kasnije u 
90. danu ovo jedinjenje nije detektovano.  Kod sira sa veštačkom aromom je utvrđeno prisustvo 2,4-
ditiapentana i to u 60. danu 0,13% i u 90. danu 0,23%.  
 
22. Analizom relativnog udela ketona, utvrđeno je da su ketoni bili najzasupljeniji kod varijanti 
sireva sa svežim (SVF) i zamrznutim flambiranim tartufima (SMF), što je u skadu sa podacima o 
prisustvu ovih jedinjenja kod tartufa pripremljenim za primenu u proizvodnji sireva. Sadržaj  
jedinjenja 2,3-butandion  u sirevima sa flambiranim tartufima je bio najveći (SVF=24,3% i 
SMF=19,6%), a kontrolni sir je imao najmanji udeo ovog jedinjenja (5,25%). Sadržaj ketona 2-
butanon u kontrolnom siru starom 90 dana je bio najniži (0,35%), dok je u siru sa smrznutim 
flambiranim tartufom, sadržaj ovog jedinjenja bio deset puta veći (3,5%). Za ostale ketone u 
sirevima od 90 dana, za 2-pentanon, 2-heptanon i 3-oktanon je utvrđeno najveće prisustvo u 
sirevima sa flambiranim tartufima. 
  
23. Od aldehida u sirevima od 90 dana, najzastupljenija su bili 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, 
acetaldehid i 2-metil-propanal. Utvrđen je najveći udeo ovih jedinjenja u sirevima sa smrznutim 
flambiranim tartufima u odnosu na sve ostale varijante sireva.  
Najzastupljenija jedinjenja u sirevima su bila 2-metil-butanal i 3-metil-butanal, čiji se sadržaj u 
sirevima sa smrznutim flambiranim tartufima bio od 8,9-9,6% i svežim od 7,1-7,8%. 
 
24. Alkoholi koji su važni za aromu tartufa, a koja se pojavljuju u sirevima su 2-butanol, 2-metil-
butanol i 1-okten-3-ol su najviše zastupljena kod sireva sa flambiranim tartufima, pri čemu je 2-
butanol bio najzastupljeniji kod sira sa smrznutim flambiranim tartufom i iznosio 0,41%, a kod sira 
sa svežim 0,32%. Za obe varijante sira je utvrđeno da je sadržaj 2-metil-butanola bio približan i 
iznosio 0,2% u siru sa svežim tartufom i 0,1% za sir sa smrznutim flambiranim tartufom. Jedinjenje 
1-okten-3-ol nije detektovan ni u jednoj varijanti sira, osim kod sira sa svežim flambiranim (0,32%) 
i sira sa smrznutim tartufom 0,22%.  
 
25. Senzornom ocenom sireva je utvrđeno da se izgled sireva, boja, kao i tekstura nisu razlikovali. 
Na preseku sireva je bilo nekoliko pravilnih šupljika što je tipično za sireve holandskog tipa, a na 
preseku sira su se jasno uočavala zrna tartufa. Uticaj dodavanja tartufa je zapažen na mirisu, a 
posebno ukusu sireva, nakon 30 i 90 dana zrenja. Najbolje ocenjeni su kontrolni sir (K) i sirevi sa 




ocenjeni sa 98,5% 98,08% i 95,41% od maksimalno mogućeg kvaliteta što ih svrstava u grupu 
odličnih sireva. Najniže ocene u pogledu mirisa i ukusa su imali sirevi proizvedeni uz dodatak 
arome, što je rezultiralo najnižim % od maksimalno mogućeg kvaliteta. 
 
26. Generalno se može zaključiti da su sirevi sa svežim i smrznutim flambiranim tartufima imali 
veći udeo svih jedinjenja koja su važni nosioci arome tartufa, takođe ovi sirevi su podržavali bolji 
rast autohtonih potencijalnih probiotka Lb. plantarum 564 i starter kultura, što je rezultiralo bržim 
zrenjem i većim koeficijentom zrelosti, čime je potvrđena hipoteza, da je moguće naći način 
čuvanja (zamrzavanjem na -20°C u toku 90 dana) i pripreme tartufa (flambiranjem) za proizvodnju 
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8. PRILOG  
Tabela 1. Senzorna ocena sireva nakon 30 dana zrenja 
 
  Izgled Miris Tekstura Ukus I*KV M*KV T*KV U*KV %MKV 
K Xsr 4,81a 4,50 4,69a 4,56a 14,44 13,50 28,13 36,50 92,56 
 Sd 0,37 0,27 0,26 0,32 1,12 0,80 1,55 2,56 3,89 
 Cv 7,73 5,94 5,52 7,02 7,73 5,94 5,52 7,02 4,20 
SV Xsr 4,56a 3,94ab 4,25a 4,00ab 13,69 11,81 25,50 32,00 83,00 
 Sd 0,22 0,35 0,27 0,30 0,66 1,04 1,60 2,39 3,58 
 Cv 4,86 8,82 6,29 7,47 4,86 8,82 6,29 7,47 4,32 
SMF Xsr 4,28a 4,19ab 4,33a 4,28a 12,84 12,56 25,97 34,25 85,63 
 Sd 0,43 0,18 0,11 0,16 1,30 0,53 0,69 1,28 1,79 
 Cv 10,08 4,22 2,65 3,74 10,08 4,22 2,65 3,74 2,09 
SVF Xsr 4,38a 4,45 4,38a 4,31a 13,13 13,36 26,25 34,50 87,23 
 Sd 0,50 0,21 0,30 0,40 1,50 0,63 1,79 3,16 5,59 
 Cv 11,43 4,73 6,83 9,17 11,43 4,73 6,83 9,17 6,41 
SM Xsr 4,53a 4,00ab 4,28a 4,13ab 13,59 12,00 25,69 33,00 84,28 
 Sd 0,34 0,38 0,16 0,23 1,02 1,13 0,96 1,85 3,23 
 Cv 7,48 9,45 3,74 5,61 7,48 9,45 3,74 5,61 3,83 
SVA Xsr 4,53a 3,83b 4,31a 3,59b 13,59 11,48 25,88 28,75 79,70 
 Sd 0,28 0,66 0,91 0,71 0,84 1,97 5,48 5,65 11,84 
 Cv 6,21 17,18 21,19 19,65 6,21 17,18 21,19 19,65 14,86 
 
Tabela 2. Senzorna ocena sireva nakon 90 dana zrenja  
 
  Izgled Miris Tekstura Ukus I*KV M*KV T*KV U*KV %MKV 
K Xsr 4,94a 4,94a 4,94a 4,91 14,81 14,81 29,63 39,25 98,50 
 Sd 0,18 0,18 0,18 0,19 0,53 0,53 1,06 1,49 3,08 
 Cv 3,58 3,58 3,58 3,79 3,58 3,58 3,58 3,79 3,13 
SV Xsr 4,94a 4,42a 4,39a 4,25 14,81 13,27 26,34 34,00 88,42 
 Sd 0,13 0,31 0,36 0,37 0,40 0,94 2,18 2,98 5,10 
 Cv 2,71 7,08 8,26 8,75 2,71 7,08 8,26 8,75 5,77 
SMF Xsr 4,92a 4,86a 4,78a 4,67 14,77 14,58 28,69 37,38 95,41 
 Sd 0,18 0,17 0,22 0,46 0,53 0,51 1,31 3,66 5,08 
 Cv 3,58 3,49 4,58 9,80 3,58 3,49 4,58 9,80 5,32 
SVF Xsr 4,92a 4,91a 4,83a 4,95 14,77 14,72 28,97 39,63 98,08 
 Sd 0,18 0,17 0,20 0,06 0,53 0,52 1,20 0,52 2,19 
 Cv 3,58 3,54 4,14 1,31 3,58 3,54 4,14 1,31 2,23 
SM Xsr 4,89a 4,31b 4,73a 4,19 14,67 12,94 28,41 33,50 89,52 
 Sd 0,22 0,25 0,26 0,49 0,65 0,75 1,58 3,93 4,56 
 Cv 4,41 5,80 5,55 11,73 4,41 5,80 5,55 11,73 5,09 
SVA Xsr 4,70a 3,73b 4,53a 3,75 14,11 11,20 27,19 30,00 82,50 
 Sd 0,43 0,75 0,62 0,75 1,30 2,24 3,73 6,02 9,65 
 Cv 9,20 19,96 13,73 20,08 9,20 19,96 13,73 20,08 11,70 
 
Xsr – srednja vrednost; Sd – standardna devijacija; Cv- koeficijent varijacije; I *KV– ocena za 
izgled pomnožena sa koeficijentom važnosti (KV); M*KV – ocena za miris pomnožena sa 
koeficijentom važnosti; T*KV – ocena za teksturu pomnožena sa koeficijentom važnosti; U*KV – 
ocena za ukus pomnožena sa koeficijentom važnosti; %MKV – procenat od maksimalno mogućeg 





Tabela 3. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP1 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 








Arthrobacter sp. JLX12 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (KU891830.1) 
81 97,19 
Arthrobacter sp. TM4_3 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (DQ279376.1) 
81 97,19 
Arthrobacter sp. QHL12 16S ribosomal RNA gene, 




Tabela 4. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP2 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus subtilis strain SA9 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (KY285265.41) 
87 95,08 
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain LMRE88 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MK571645.1) 
85 95,63 
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain 75 16S ribosomal 




Tabela 5. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP3 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus amyloliquefaciens strain S2QPS25 16S 





Bacillus velezensis strain Lac05D 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MH210888.1) 
85 97,11 
Bacillus sp. CZB13 16S ribosomal RNA gene, 













Tabela 6. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP5 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




 Bacillus paramycoides strain BY9 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MN093405.1) 
87 96,70 
 Bacillus albus strain FA77 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK993460.1) 
89 95,88 
 Bacillus cereus strain 2.2PT3 16S ribosomal RNA 




Tabela 7. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP6 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus licheniformis strain LB 102-1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MT795769.1) 
84 96,54 
Bacillus sp. DU101(2010) 16S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(HM566982.1) 
82 97,21 
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain PC-3 16S 





Tabela 8. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP9 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus albus strain FA77 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK993460.1) 
87 95,34 
Bacillus cereus strain 1.4PT6 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK648334.1) 
87 94,79 
Bacillus albus strain FA77 16S ribosomal RNA 












Tabela 9. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP10 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus wiedmanni strain D59-6 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MT256065.1) 
82 96,69 
Bacillus cereus strain SDF0221 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MH569380.1) 
81 96,89 
Bacillus sp. strain pc-1w 16S ribosomal RNA 




Tabela 10. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP11 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus velezensis strain 10075 chromosome, 
complete genome (CP025939.1) 
84 96,14 
Bacillus amyloliquefaciens strain XQ51 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KU291367.1) 
84 96,21 





Tabela 11. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP12 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus cereus strain 1.4PT6 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK648334.1) 
90 95,65 
Bacillus wiedmanni strain D59-6 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MT256065.1) 
89 95,89 
Bacillus albus strain FA77 16S ribosomal RNA 














Tabela 12. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP13 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus wiedmanni strain D59-6 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MT256065.1) 
91 95,06 
Bacillus paramycoides strain BY9 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MN093405.1) 
88 95,76 
Bacillus cereus strain 1.4PT6 16S ribosomal RNA 





Tabela 13. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP14 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Pseudomonas fragi strain 8d-S10 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MN062067.1) 
91 97,39 
Pseudomonas fragi strain 4G885 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MG972899.1) 
91 97,53 
 Pseudomonas sp. strain N1SM1 16S ribosomal 





Tabela 14. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP15 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus albus strain FA77 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK993460.1) 
95 94,30 
Bacillus cereus strain 2.2PT3 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK648337.1) 
97 93,22 
Bacillus albus strain SQ30 16S ribosomal RNA 













Tabela 15. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP16 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus sp. DN7.5 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (MN567976.1) 
96 95,37 
Bacillus wiedmanni strain D59-6 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MT256065.1) 
95 95,92 
Bacillus sp. TN3D1-a1 16S ribosomal RNA gene, 




Tabela 16. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP17 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus licheniformis strain LB 102-1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MT795769.1) 
92 95,98 
Bacillus licheniformis strain CICC 10084 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(AY871103.1) 
89 96,96 
Bacillus licheniformis strain IND706 16S 





Tabela 17. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP18 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Staphylococcus saprophyticus strain SCD2-6 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KF476046.1) 
86 96,33 
Staphylococcus sp. jxk1-6 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (KJ504153.1) 
85 96,54 
Staphylococcus saprophyticus strain 91A (BP3) 











Tabela 18. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP19 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Pseudomonas sp. FDAARGOS_380 chromosome, 
complete genome (CO023969) 
50 92,29 
Pseudomonas fluorescens strain KGGI20 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KY129835.1) 
50 92,29 





Tabela 19. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP20 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Pseudomonas brenneri strain NA 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (KT184488.1) 
71 92,22 
Pseudomonas sp. ADAK20 chromosome, 
complete genome (CO052858.1) 
71 92,06 
 Pseudomonas sp. ADAK21 chromosome, 




Tabela 20. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP21 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus sp. DF49 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (AY462214.1) 
89 97,53 
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain OR-B2 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MN606168.1) 
89 97,53 
Bacillus velezensis strain 35SS1 16S ribosomal 













Tabela 21. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP22 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Staphylococcus equorum strain Y15 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (JX134628.1) 
98 97,40 
Staphylococcus haemolyticus strain yangyueP6 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KU977137.1) 
99 97,33 
Staphylococcus equorum strain T-53 16S 





Tabela 22. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP23 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus amyloliquefaciens strain LZ12-01 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MT845843.1) 
92 96,05 
Bacillus subtilis strain CIAD-Bs 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MT218329.1) 
89 97,14 
 Bacillus sp. WJ-7 16S ribosomal RNA gene, 




Tabela 23. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP24 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Staphylococcus saprophyticus strain Atecer13J 
16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MT386330.1) 
69 84,71 
Staphylococcus saprophyticus strain UTI-045 
chromosome, complete genome (CP054831.1) 
69 84,62 
Staphylococcus saprophyticus strain UTI-058y 











Tabela 24. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP26 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus sp. (in: Bacteria) strain LQ63 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MG025798.1) 
86 96,69 
Bacillus velezensis strain YL15 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (KY887775.1) 
86 96,55 
Bacillus methylotrophicus strain Mo-Bm-11 16S 





Tabela 25. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP27 površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Microbacterium sp. ZYZR2 gene for 16S rRNA, 
partial sequence (AB847928.1) 
86 97,41 
Microbacterium sp. BMA-5 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (DQ785816.1) 
86 97,33 
 Microbacterium sp. LC255 16S ribosomal RNA 




Tabela 26. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP28 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus licheniformis strain MA-42 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (KX426642.1) 
87 96,97 
Bacillus sp. strain SZ047 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (KU986668.1) 
87 96,40 
 Bacillus sp. DU101(2010) 16S small subunit 














Tabela 27. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP29 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus licheniformis strain MA-42 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (KX426642.1) 
88 98,50 
Bacillus licheniformis strain DC3-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (EU257697.1) 
89 98,20 
Bacillus licheniformis strain J-15/1 16S ribosomal 




Tabela 28. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP30 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Enterococcus durans strain XT1-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MH891655.1) 
85 97,34 
Enterococcus durans strain KLDS 6.0930 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KF768355.1) 
85 97,27 
 Enterococcus durans strain KLDS 6.0933 16S 





Tabela 29. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP31 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Brevibacterium sp. J3 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (EU099374.1) 
94 96,24 
Brevibacterium sp. strain LJ61 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (MG049774.1) 
94 96,04 
 Brevibacterium epidermidis strain X01-J1 16S 













Tabela 30. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP32 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija  
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Brevibacterium sp. J3 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence (EU099374.1) 
87 98,05 
Brevibacterium epidermidis strain X01-J1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MN515137.1) 
87 98,05 
 Brevibacterium epidermidis strain X01-J2 16S 





Tabela 31. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP33 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus subtilis strain ISI-4 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK367797.1) 
62 96,30 
Bacillus sp. 8-32 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence (KJ955375.1) 
62 96,30 
Bacillus subtilis strain EIV-22 16S ribosomal 




Tabela 32. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP35 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus methylotrophicus strain PY3 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(KC790266.1) 
88 97,88 
Bacillus amyloliquefaciens strain QT-162 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
(MT081100.1) 
89 97,80 
Bacillus velezensis strain JM1 16S ribosomal RNA 











Tabela 33. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP36 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Bacillus cereus strain 1.4PT6 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MK648334.1) 
98 96,25 
Bacillus toyonensis strain FS-8 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (KY649418.1) 
91 98,14 
Bacillus sp. YXE3-6 16S ribosomal RNA gene, 




Tabela 34. Rezultati molekularne identifikacije izolata DP37 sa površina plodonosnog tela 
kleistotecija 
 
Najsličniji izolati dostupni u GenBank bazi 
podataka (NCBI pristupni broj sekvence iz 
BLASTA) 
Pokrivenost 




Pseudomonas sp. strain Fas25 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence (MH235982.1) 
53 87,84 
Pseudomonas putida strain Ag04 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence (EU554430.1) 
53 87,72 
Pseudomonas sp. strain GT2 16S ribosomal RNA 



















ERM- erikoidna mikoriza,  
ITS –genetska metoda 
RFLP- Metoda za  genotipizaciju apolipoproteina  
IAA-indol-3-sirćetna kiselina,  







RNK- ribonukleinska kiselina 
rRNA t-transportna ribonukleinska kiselina 
PCR- Polymerase Chain Reaction 
BLAST- program 
NCBI -baza podataka  
HS GC/MS -gasno-hromatografska metoda sa masenim detektorom  
ANOVA-jedno-faktorijalna analiza varijanse  
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